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RESUMO

Neste estudo foi avaliado o efeito da derrota social sobre a progresséo tumoral
de células de glioma C6 inoculadas no cérebro de ratos. Os animais foram
di?ididos em 4 grupos: inoculados com salina.(grupo S controle), inoculados
com glioma C6 (grupo |), inoculados com glioma e depois submetidos a dupla
derrota social (grupo 1/D) e derrotados e depois inoculados com glioma (grupo
D/l). Apés 15 dias da inoculagdo, os animais foram avaliados quanto a
progressao tumoral, sobrevivéncia, atividade motora (teste de campo aberto) e
“parametros imunolégicos (niveis séricos de IgG contra glioma C6 e contagem
sanguinea de linfécitos, granulocitos e mondcitos). A progressdo tumoral nos
grupos inoculado e depois derrotado (I/D) e derrotado e depois inoculado (D/I)
aumentou 69% e 41%, respectivamente, em relagdo ao grupo inoculado (l); o
grupo I/D apreéentou uma progreéséo tumoral 19% maior do que o grupo D/I. A
atividade motora dos animais dos grupos |I/D e D/| foi reduzida em 52% e 26%,
respectivamente. Os animais I/D e D/l sofreram uma redugdo da sobrevivéncia
de 34% e de 16%, respectivamente, quando comparados ao grupo . Os niveis
séricos de IgG contra glioma C6 foram aumentados nos animais inoculados
com glioma (grupos |, I/D e D/l); entretanto no grupo I/D este aumento foi
menor. No grupo I/D tambévm mostrou uma rédugéo no numero de linfocitos e
de granul6citos. Em conclusdo, os resultados indicaram que a derrota social
em ratos aumentou a progressdo tumoral de glioma e reduziu a sobrevivéncia e
importantes par@metros da resposta imune dos animais observadas no modelo

experimental proposto.



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
gr'ou.ps: inoculated with saline (S', control group), inoculatéd 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/I group).
After 15 days of inoculation, the animals were evaluated regarding the tumor
progression, survival, motor activity (tested in an open fleld 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/I)
animals increased 69% and 41%, as compared to the inoculated group (1),
respéctivély; Thke I/D group displayed a tumor progressioh around 19% greater |
than the D/l group. The motor activity was reduced by 52% and 26% in the /D
and D/l group, respectively. The survival in the I/D and D/l animals underwent a
reduction of 34% and 16%, when compared to the | group, respectively. The
serum levels of IgG increased in all groups inoculated with glioma. Furthermore,
the I/D group displayed the lowest IgG levels. The I/D group also showed a
reduced lymphocytes and granulocytes counting. In conclusion, these results
showed that social defeat in rats increased the glioma tumor progression and

reduced their survival and the several immunological parameters.



1. INTRODUGAO
1.1. Estresse

Hans Selye foi o primeiro é descrever a resposta 'huméha ao esfrésse
crénico, na sua teoria de “sindrome de adaptagdo gerai” onde o maior
componente neuroendocrino desta resposta, € o eixo hipotaidmico-pituitaria-
adrenal (HPA) (Selye, 1956). A “sindrome de adaptacdo geral” consiste de 3
estagios: o primeiro estagio, “reagédo de alarme”, seria uma resposta imediata a
uma situagdo de estimulagdo de um estressor agudo. Se a exposigdo ao
estressor &€ prolongada, ocorre o “estagio de resisténcia”, que consiste na
sintese e liberagdo de glicocorticoides e aumento de catecolaminas, que
facilitariam processos fisioldgicos cruciais para a sobrevivéncia. O “estagio de
exaustdo”, se caracteriza pelo declinio db .“estégid de resisténcia” e éuménto
da vulnerabilidade para o estresse, causando respostas fisiopatologicas (Selye,
1956).

O circuito biolégico mais estudado na resposta ao estresse em
mamiferos, € o eixo limbico-hipotaldmico-pituitaria-adrenal (LHPA) (Selye,
1956; McEwen et al,, 1974; Dal-Zoto et al., 2002). A percepgdo de estresse
fisico ou emocional por um organismo gera éventos que no final resultam na
secre¢do de catecolaminas e glicocorticéides pelo cértex da adrenal. Tanto a
ativagdo, quanto o término da resposta adrenocortical ao estresé;e séo
importantes para a adaptagdo e sobrevivéncia. O estresse ativa vias pelas
quais o cérebro traduz o estimulo externo e no final, integra a resposta a nivel

hipotaldmico. Essas vias parecem envolver aferéncias neuronais provenientes



de nucleos catecolaminérgicos, serotoninérgicos e possivelmente colinérgicos
(Lopez et al., 1999). A agdo altamente catabodlica dos glicocorticoides atuando
sinergicamente com as catecolaminas produzem lipdlise, glicégenélise e
catabolismo. protéico, -resultando no-aumento plasmatico de glicose. Estas
agbes garantem a sobrevivéncia do organismo durante o estresse, em parte
pelo aumento da disponibilidade de substratos energéticos (Herman e Cullinan,
1997). A disponibilidade de substratos energéticos aumenta devido o aumento
do fluxo sangliineo, resultante da agdo dos glicocorticoides e catecolaminas
sobre o sistema cardiovascular (Francis et al., 1999). A exposigdo prolongada a
niveis aumentados dos hormdénios envolvidos na reagdo ao estresse pode
resultar em sérios riscos, como o de promover a supressdo de processos
anabdlicos, atrofia muscular, diminuigdo da sensibilidade para insulina e risco
»de diabete induzida por esterc‘)ide, hipertenséo arterial, hiperlipidemia,
hipercolesterolemia, doenga's‘ a‘rteriais, impoténcié e préjuizo ri.o crescimento e
reparagao tecidual, bem como imunosupresséo (Francis et al., 1999).

A resposta ao estresse é complexa envolvendo fungbes sensorias,
motoras, autondmicas, cognitivas e emocionais. A resposta corporal ao
estresse ndo envolve somente estruturas cerebrais, mas também outros
sistemas, como o enddcrino, autondmico e imunolégico. A comunicagéo entre
0s circuitos cerebrais e os sistemas mais periféricos forma as bases de uma
resposta adaptativa ou mal adaptativa de um organismo ao estimulo estressor

(Lopez et al., 1999).



1.2. Estresse social

O estresse social crénico ou recorrente € um fato presente ﬁos animais
superiores. - Inte_ragép agonistica & um termo utiizado para caracterizar a
dominagdo de um e a subordinagéo do outro (Barnett, 1975; Bl'ahchérd et al.,
1975; Brain et al., 1980; Blanchard et al, 1993; Blanchard et al, 2001).
Disputas territoriais, muitas vezes envolvem comportamentos agonisticos que
podem resultar em exaustao, lesdo e algumas vezes, até mesmo a morte.

O modelo ‘residente—intruso” € 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 territério
contra um animal estranho (“intruso”) (Thurmond, 1975). O modelo possibilita o
estudo ndo somente do comportamento defensivo e a experiéncia vencedora
do “reSidente”; mas também o compbrtarhehto .defensivo e derrotado dos
“intrusos”. O comportamento do animal dominante é exibido na forma de
ataque lateral, perseguicées e mordidas (Blanchard e Blanchard, 1977).
Animais que sofreram derrota social demonstram congelamento, agressividade
reduzida associada com fuga da area controlada pelo dominante e a
exploragdo na presenga do vencedor, & caracterizada por uma postura
cautelosa (Meerlo, 1997;Siegfried et al., 1984).

Varios trabalhos tém demonstrado que, em condigbes de estresse
social, pode ocorrer maior vulnerabilidade para o surgimento de doengas e
aumento de metastase 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
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imunossupressdo e como consequéncia, resultar em menor progressdo

tumoral.
1.3. Estresse e sistema imunolégico

O sistema imunoldgico é regulado pelos sistemas sensorial, simpatico e
parasimpatico, citocinas e por horménios circulantes. Entre esses horménios,
os glicocorticoides, estdo entre os mais importantes reguladores da fungao
imunoloégica (McEwen et al., 1997; McCabe et al., 2000).

O impacto do estressor sobre o funcionamento do sistema imunolégico
depende das suas caracteristicas, como severidade, cronicidade,
predictabilidade e controlabilidade (Anisman et al., 1997). Varios estudos tém
demonstrado que dependendo do tipo de estressor e do tempo de exposigao,
cepa, idade, sexo e 'histéria"prévia dd animal ao estressor pode fazer com que>
a resposta imunoldgica 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
protegdo a infecgbes e acelerar a recuperagdo do organismo. Um mecanismo
essencial para esses efeitos €& a translocagdo ou “trafego” de células
sangiiineas entre o sangue e os tecidos Iinf_éides (Hermann et al.,, 1995;
McEwen, 2000). O estresse agudo ou a administragdo aguda de glicocorticéide
reduzem o nimero de linfécitos, monocitos 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 Miller, 1995). Animais dominantes mostraram um aumento na
proliferagdo de linfocitos T, quando comparados aos animais. derrotados

(Leonard e Miller, 1995). Também foi observada uma redugéo na atividade dos.
linfocitos T e 'cé‘IuIaS NK em ratos derrotadds (Stefanski e Engler, 1998;
Stefanski e Engler, 1999; Stefanski, 2001). Ratos submetidos a dupla derrota
social apresentaram diminuigao significativa da massa corporal e aumento dos
nfveis plasmaticos de adrenalina, noradrenalina e corticosterona livre (Buwalda
et al.,, 2001).
O estresse crénico pode levar a uma menor circulagdo de linfocitos T, B
e grandes linfécitos granulares, bem como a uma diminuicdo da atividade de
células NK. Esta baixa regulagdo dos componentes do sistema imune pode
aumentar a susceptibilidade a infecgbes (Herpes, HIV) elou favorecer.
processos de ddéngaé lexisfentes, como o cancer (Kielkolt—Glaséf e Glaser,
1995). Ratos submetidos a dupla derrota social e posterior injegdo de
endotoxina bacteriana (LPS) mostraram aumento nos niveis plasmaticos de
interleucina 1 beta (IL-1B) e diminuig&o nos niveis de corticosterona (Carobrez

et al., 2002).
1.4. Gliomas

Os tumores cerebrais e de medula espinhal correspondem ao segundo
tipo de cancer infantil mais frequente (Hill et al., 1988). Dentre os tumores
cerebrais, os gliomas malignos e multiformes sdo os mais comuns,

representando 29% dos casos diagnosticados. Os gliomas sdo altamente



invasivos, sendo na maioria das vezes fatais; os pacientes apresentam uma
sobrevida média menor do que 1 ano (Schiffer et al., 1997). Dos tipos de
gliomas, os glioblastomas sdo metastaticos e difusos, com o aparecimento de
tumores multifocais em cerca de 10% dos- casos, ndo restrito ao- SNC -
(Bernstein e Woodard, 1995). -

Os gliomas podem ser removidos cirurgicamente, mas é comum a
recorréncia do tumor. Isto ocorre devido ao alto grau de invasividade e sua
capacidade de penetragdo através da barreira hematoencefalica, o que frustra
os protocolos terapéuticos (Sarris, 1993). Quando células do glioblastoma
humano deixam o SNC elas podem crescer em outras partes do corpo como
peritdnio, figado, pulm&o e ossos desses pacientes, decorrentes da carreagéo
através do liquido cerebroraquidiano ou mesmo pela circulagdo sistémica
(Berstein et al., 1995). Nestes pacientes O glioma depois de instalado, secreta
fatores que 'iréo. facilitar sua infiltragédo no parénquima sadio. Postériorrhente, a
angiogénese tumoral ocorre e é essencial para possibilitar a irrigagdo da regido
tumoral para a sua expansé&o. Esta angiogénese € estimulada por citocinas,
como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que interagem com
receptores especificos do organismo hospedeiro, induzindo a proliferagdo de
células endoteliais. Mais tarde, parte do aporte sangiiineo é desviado do
organismo sadio para as _célulés tumorais (Plate e Mennel, 1995). Outras
citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa, interferon alfa, angiogenina,

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

participam da angiogénese (Gardsen e Gookin, 1999).



1.5. Gliomas e imunosupressao

Varios estudos realizados em humanos tém demonstra.do que os
glioblastomas produzem e secretam mediadores imunossupressivos que .
inibem a fungéo ifﬁunolégica e o grau de imUnosUpresséo depende do' tama‘nho
do tumor (Holiaday et al., 1994; Moulignier et al., 1994; Morford et al.,1997).
Células tumorais malignas tém a capacidade de inibir as fungdes dos linfocitos
T, secretando fatores como, o fator de transformador de crescimento (TGFp)
(Olofsson et al., 1992; Tada e Tribolet, 1993; Sasaki 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 formagdo de tumores cerebrais estd associada ao aumento dos
niveis de varias citocinas, dentre as quais, interleucina 1 beta (iL.-1B) e do fator
de necrose tumoral alfa (Dix et al., 1999).

Perrin et a/. (1999) demonstraram erh gliomas humanos, que 6 |infc’>cito T
- citotdxico € a célula mais encontrada, enquanto que o linfocito T auxiliar
("helper"), ndo esta presente. Esta seria responsavel pelo recrutamento de
outros tipos de células de competéncia imune e pelo direcionamento da
produgdo de anticorpos feita pelos linfocitos B. O fato do linfécito T auxiliar ter
um menor papel neste processo poderia ser uma das razbes pela quais 0
orgahismo usualmente néao consegue- evocar uma resposta imunolégica
suficiente para conter o avango da progressdo tumoral. A ndo ativagdo do
subtipo T auxiliar poderia ser uma conseqiiéncia, entre outros possiveis
fatores, da secregdo de citocinas pelo glioma para facilitar sua progresséo

(Perrin et al., 1999).



As células NK séo citotoxicas para as células tumorais e em pacientes
portadores de gliomas estas células também sédo afetadas tanto pela redugdo
da capacidade funcional como pelo baixo nimero dessas células ci}cula‘ntes no
sangue (Eliot et al., 1987, Giovarelli et al., 1988;_Ausiello et al., 1991;).

A alteragéo imunblégica inddzidé pelo Qliomé ndo é apenas I'ocal,r
havendo também um comprometimento sistémico do organismo do paciente
(Brooks et al., 1972; Young e Kaplan, 1976; Mahaley et al., 1977; Elliot et al.,
1984). Células T obtidas de pacientes com gliomas ndo promovem resposta
ativadora do linfécito T auxiliar in vitro (Roszman et al., 1987; Dix et al., 1999).

Portanto, a baixa responsividade imune pode ser resultado de uma
alteracdo da regulagdo do eixo HPA, decorrente do estresse social, o que

facilitaria a fixagé@o e progresséo do glioma.
1.6. O modelo de glioma C6

O glioma C6 de rato provém de uma linhagem celular glial indiferenciada
induzida pela substancia N-nitrosometiluréia (Benda et al, 1968) com
caracteristicas de astrocitos e de oligodendrécitos (Ruddon, 1997). O glioma
C6 possui caracteristicas semelhantes ao glioblastoma, encontrado em
humanos (Parsa et al., 2000). O glioma C6 depende também de varias
citocinas para a sua progressdo, que coordenam processos vitais para o
estabelecimento, sobrevivéncia e migra¢do tumoral (Trojan et al., 1993).

Pacientes portadores de tumores sé@o freqlientemente submetidos a
situagbes de estresse social, o que certamente contribui para diminuir a sua

sobrevida (Button ef al., 2000; Maunsell et al., 2001; Spiegel, 2001).
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No entanto, ndo hé trabalhos publicados relacionando a progressédo de
gliomas em animais submetidos a um modelo temporal de estresse social. Para
auxiliar a compreensdo deste processo, neste trabalho foi estudado o
desenvolvimento do glioma €6 ‘in vivo” em animais submetidos ao estresse

social.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
| Neste éstudo foi avaliado o efeito da derrota soéial sobre a progressio
tumoral de glioma C6 inoculado no cérebro de ratos.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

apos a inoculagéo de células de glioma;
2. Verificar a sobrevida e a atividade motora dos animais;

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

glioma C6 e avaliar o hemograma dos animais
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Rafos Wistar machos adultds, provenientes do Biotério Central da UFSC
foram utilizados de acordo com as normas do CEUA (Comissdo de Etica no
Uso de Animais) da UFSC. Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno, com agua e ragdo solida peletizada ad libitum. A sala de
manutengédo dos animais foi mantida entre 22 e 24°C, com um ciclo claro-
escuro de 12 horas (luz das 06:30 as 18:30 horas).

Os animais submetidos a derrota ("intrusos") pesaram entre 250-300g.
Os animais foram isolados em caixas durante uma semana, periodo no qual
eram manuseados em 3 sessbes de 20 minutos entre 17:30 e 19:00 horas,
para a habituagéo com o experimentadbr. Apéé 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 exposicdo a animais adultos
jovens, até que apresentassem as caracteristicas de vencedor, no periodo de
30 dias. Os animais utilizados neste trabalho foram aqueles bom carabteristicaé
de vencedor e que apresentaram tempo de laténcia 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

solugao salina fisiologica.

b) GRUPO INOCULADO (l): animais com inoculag&o intracerebral de células

de glioma C6.

c) GRUPO INOCULADO E DERROTADO (I/D). animais inoculados com

células do glioma C6 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 SOBREVIVENCIA: apés a inoculagd@o de células, 5 animais de
cada grupo experimental foram mantidos durante um periodo de 60 dias, no
Biotério do Departamento de Biologia Celular Embriologia e Genética (BEG). A

taxa de sobrevivéncia dos animais de cada grupo foi avaliada.

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
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uma postura de dominéncia territorial e agridem os animais "intrusos"
(Thurmond, 1975). Na caixa do "residente" foi colocado um animal "intruso",
que apos a interagdo agonistica apresentou comportamento de derr.ota. A partir
deste comportamento de anlmal derrotado, o confronto continuou por mais 20
minutos. Os experlmentos 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 al., 2002).

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 .Ana.tomia, Universidade Federal db 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 al. 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%
CO, a 37°C. Apos a confluéncia, as células foram retiradas com solugédo de
tripsina (Gibco BRL, New York, EUA) tripsina 0,125%, EDTA 0,5mM, em tampéo
fosfato salino [PBS], pH 7,4) a temperatura ambiente, durante 1 minuto. A reagéo

foi neutralizada pela adicdo de meio de cultura contendo 5% de SFB. Apds trés
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lavagens com PBS, as células foram semeadas em uma densidade de 10° células

em garrafas de cultura de 25 cm?(Trentin, 1997).

3.5. Implantacéao intracerebral de células de glioma C6 (in vivo)

Apos 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 sédico (HYPNOL-
Cristalia, Brasil, 50mg/kg de peso, via i.p.) e colocados num aparelho
estereotaxico (David Kopf Instrumentos, EUA). Em seguida, foi feita uma
incisdo na pele da regido superior da cabega do animal no sentido cranio-
caudal, sobre a linha mediana, e a gélea aponeur(’)tica removida. O peridsteo
foi éfastadd da linha mediana, eXbondo bs bssos do cranio. O cranio foi
perfurado com uma broca odontoldgica 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 duramater e com uma
microseringa (Hamilton), 5ul de solugdo de meio de cultura contendo 10°
célu!as do glioma C6 foram inoculadas lentamente na area correspondenteu
aos nucleos da base. (1pl/minuto) (Tseng et al.,, 1997; F’arsa et al., 2000),
conforme indicagdo do atlas estereotaxico (Paxinos e Watson 1998). Apds a
inoculagdo, a agulha foi retirada lentamente e a pele suturada. Os animais do
grupo /D, foram previamente inoculados com células de glioma C6 e depois
submetidos a "dupla derrota", como descrito anteriormente. Apoés 15 dias da

inoculagdo de salina (grupo S) ou células de glioma (grupos I, I/D e D/I), os
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animais foram testados na sua atividade motora, anestesiados para a coleta de
sangue e depois sacrificados para a retirada dos encéfalos e avaliagdo da

progressao tumoral.

3.6. Teste de campo aberto

Para a avaliagdo motora (mobilidade) dos animais foi utilizado o teste de
campo aberto. Os animais de cada grupo experimental foram submetidos a
duas sessbes do teste de campo aberto: antes ("inicial") da aplicagdo do
modelo experimental e apds 15 dias da inoculagéo do glioma C6 ("final"). Neste
teste, uma arena de exploragdo de madeira (95cm de lado e 31,5 cm de altura)
é dividida em 9 quadrados idénticos, para facilitar a medida de locomogéo. Os
animais foram colocadds no quadrado central e a atividade motora | foi
observada durante 5 minutos. Os parametros comportamentais observados
foram:

a) Namero de cruzamentos: se refere ao nimero de quadrados explorados,
considerando que o animal deveria ter pelo menos trés patas no quadrado para
ser considerada sua presencga naquele local.

b) Nimero de exploragdes verticais: posigdo de apoio sobre as patas traseiras..

3.7. Obtencao de sangue e soro dos animais

Quinze dias apds a inoculagdo de salina ou de células de glioma C6,.os
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ratos foram anestesiados com pentobarbital sddico (50 mg/kg de peso, via i.p.).
Para a analise do hemograma e obtengdo de soro, foram retirados 12ml de
sangue, através de pung¢do cardiaca, sem anticoagulante. O sangué foi dividido
em duas partes, a uma parte foi adicionado anticoagulante (heparina
| 'tripotéssicé) para analise do hemog'r'a'ma;'a outra utilizada para preparégéo de
soro. O tempo médio para a retirada das células sangiiineas foi de 12 minutos.
O sangue foi conservado a 4°C, por no maximo 8 horas, até a analise do
hemograma num aparelho de automagdo hematolégica (Colter, modelo MD II),
no Hospital de Guarnigao (Floriandpolis, 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 avaliagdo dos

niveis de imunoglobulina G.

3.8. Avaliagao dos niveis séricos de imunoglobulina G contra glioma C6

Células de glioma C6, em meio de cultura DMEM (SFB), foram
transferidas para uma placa de 96 pogos (10* por pogo). Para a adesao 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 paraformaldeido a
4%, por 10 minutos. As células foram novamente lavadas 5 vezes com PBS e o
soro foi diluido em PBS em concentragbes seriadas, sendo a primeira de 1:5
(20pl de soro para 80ul de PBS) até a diluigdo de 1:5120 em relagdo a todos os
grupos (S, 1, D/l e I/D). O soro de 5 animais de cada grupo foi diluido em

triplicata. As células do glioma C6 foram incubadas com o soro por 1 hora a
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37°C, e depois cada pogo foi lavado 3 vezes com PBS. A seguir, a cada pogo
foi adicionado anticorpo anti-lgG de rato conjugado com peroxidase, na diluigao
de 1:200 por 1 hora a 37°C. A revelagéo foi realizada através de ija reagio
colorir_nétrica utilizando orto-fenil_—diamino (kit ELISA -ABBOTT, 1 pastilha OPD _
~ diluida em 5ml de d.iIUente qle OPD)'por cerca de 20 mihutos, a temperétura
ambiente. A reagdo foi terminada com adigédo de 50ul de acido sulfarico 1N. A
absorbancia de cada pogo (proporcional a presenga de imunoglobﬁlina G) da

placa foi realizada numa leitora de ELISA (Biotech Instruments) a 490nm.

3.9. Avaliagao da progresséao tumoral

3.9.1. Preparacao histolégica do cérebro de ratos -

Depo.is de 15 dias da inoculagao infrécerebral de células de glioma C6,
os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg de peso,
via i.p.) e decapitados. Os encéfalos foram retirados por incisdo da calota
craniana na altura da sagital, com posterior incisdo da base do cranio. Os
encéfalos foram mantidos em paraformaldeido a 4%, durante 24 horas. A
seguir, as pegas foram imersas em solugdo de sacarose a 20% em PBS (pH
7,4) d}urante_24 horas. Cortes prévios foram realizados num épare|ho fatiador
de tecidos (Mcliwain), para a delimitagdo da area tumoral no sitio de
inoculagdo. Os cortes foram realizados a cerca de 2 mm antes e depois das
bordas da regido tumoral. Secgbes de 30 um de espessura foram obtidas
utilizando um micrétomo de congelamento (Leica CM 1324). Os cortes foram

colocados sobre Idminas de vidro, previamente gelatinizadas, para coloragédo
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com hematoxilina-eosina (HE) e depois visualizadas em microscépio 6ptico. -

3.9.2. Determinagao da area tumoral

As laminas coradas com HE foram escaneadas e os arquivos gravados
no formato "bhp". Em seguida, as imagens foram convertidas para "jpeg" (um |
formato menor, sem perda de qualidade visual) para analise 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 opgao "inquiry", e em seguida, com o recurso “area”, o valor da area tumoral

(em mm?) foi determinado.

3.10. Analise estatistica

Os resu.ltados foram expressos como meédia + erro padrdo da média
(EPM). Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA de uma
via), seguida pelo teste de Tukey. A andlise da sobrevivéncia foi avaliada pelo
teste de Fischer. Para a analise dos niveis séricos de IgG foi utilizado o teste
de Bonferroni. Para a significAncia dos dados foi considerado p<0,05. Os dados

foram analisados através do programa estatistico PRISM (Versao 3.0).
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4. RESULTADOS

4.1. Progressao tumoral de glioma C6

Ratos foram inoculados intracerebralmente com células de glioma C6 e
depois de 15 dias, sacrificados e obtidos cortes histologicos para avaliar a
progressao tumoral. As Figuras 1 e 2 mostram imagens representando a regiao

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

Figura 1. Seccéo frontal do cérebro de rato inoculado com glioma C6 (15°
dia). Corte com 30um de espessura, corado com hematoxilina e eosina (HE). A

area escura (indicada pela seta) representa o local de inoculagao e progresséo
tumoral.

Figura 2. Padréao morfolégico‘ da prbgresSéo tumoral e infiltragc@o do glioma
C8, delimitado pelo quadro indicado na Figura 1 (aumento de 200X).
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A area tumoral no cérebro de ratos, como indicada na Figura 1, foi
quantificada nos grupos inoculado (1), inoculado e derrotado (I/D) e derrotado e
inoculado (D/l). Os diferentes tratamentos dos animais resﬁltara’m. em
alteragGes significativas na prqgresséo tumoral nos grupos analisados, como
mostra a Figura 3. Os grupos in.ocu'lado/derrotado (I/D) e der'rot'ado/inocUIado
(D), apresentaram um aumento slgnificativo da area de progresséo tumoral de
cerca de 69% (p<0,001) e 41% (p<0,01), respectivamente, quando comparado
ao grupo apenas inoculado (). Entre os grupos derrotados, também foi
observada uma diferenca significativa; o grupo I/D apresentou uma progressé&o

tumoral de cerca de 19% maior que o grupo D/I (p<0,05).
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Figura 3. Progressao tumoral (mm?) de glioma C6 no cérebro de
ratos e submetidos a dupla derrota social (n=13 por grupo). As
colunas indicam as médias da area tumoral em mm?e as barras o
erro padréo da média (EPM).

ee ¢ eee indicam a significAncia dos grupos inoculado/derrotado
(I/D) e derrotado/inoculado (D/I) em relagdo ao grupo inoculado
(), para p<0,01 e p<0,001 (Teste de Tukey), respectivamente.

* indica significancia entre os grupos I/D e D/l (p<0,05).
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4.2. Sobrevivéncia

Cinco animais de cada grupo experimental foram méntidds, em
observagédo por até 60 dias, para determinar -a sobrevivéncia. Os animais
inoculados e/oﬁ suAbmetidc')s a derroté social mostraram difefengas Sig'nificétivas
na avaliagdo da sobrevivéncia (Figura 4). Todos os animais controle (S)
sobreviveram um periodo bem maior do que os 60 dias avaliados. No entanto,
animais inoculados com células de glioma C6 (grupo l) apresentaram uma
redugdo bastante acentuada no tempo médio de sobrevida, que foi de 41,4
dias. O grupo D/I teve uma redugéo significativa da sobrevida (34,8 dias), cerca
de 16% menor, quando comparado ao grupo | (p<0,01). A menor sobrevivéncia
foi observada no grupo I/D, com uma média de apenas 27,4 dias, ou seja, uma
. diminuig8o de 34%, se comparado ao grupo 1 (p<0,001). As diferengas também

foram significativas na sobrevivéncia entre os dois grupos derrotados, D/l e IID

(p<0,01).
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Figura 4. Sobrevivéncia 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 significancia (p<0,001, Teste de Fischer) em relagdo ao grupo salina
(S).

ee € eee indicam a significancia em relagéo ao grupo |, para p<0,01 e p<0,001,
respectivamente.

* x indica significancia entre os grupos I/D e D/l (p<0,01).
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4.3. Avaliagao motora -

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar os éfeitds. dos
tratamentos na atividade motora . (mobilidade e ag&o exploratoria). Os
resultados mostra‘ram diferengaé significat'ivas na atividadé'motora‘ (ndmero 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 redugdo da atividade motora,
comparado ao grupo controle (S). O grupo inoculado com solugao salina (S)
ndo apresentou diferengas entre a avaliagdo inicial e final. A inoculagéo de
células de glioma C6 (grupo I) foi suficiente para reduzir significativamente a
atividadé motora (p<0,05). O resultado mais acentuado foi observado no grupo
I/D, mostrando que a inoculagdo de glioma C6, seguida de dupla derrota,
reduziu em 52% (p<0,001 ) a étividéde motora dos animais.A A ati'vidAade. mbtora
dos animais derrotados e inoculados (grupo D/l), foi reduzida em cerca de 26%
(p<0,05); mas néo foi diferente dos animais apenas inoculados (grupo I). Ao
contrario, pode ser observada uma redugéo significativa da atividade motora no
grupo /D, quando comparados ao grupo | (p<0,01). Os grupos derrotados, I/D

e D/I, também apresentaram diferengas significativas (p<0,001).

O teste de campo aberto também pefmitiu avaliar a atividade motora =

pelo nimero de exploragdes verticais (Figura 6). A inoculagdo com salina
(grupo S) ou com células de glioma (grupo I) ndo afetou a atividade de
exploragdo vertical dos animais. Entretanto, nos animais derrotados pode ser

observada uma redugéo significativa da atividade exploratéria no grupo I/D em
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42% (p<0,001) e em 18%, no grupo D/l (p<0,05). A comparagéo entre. os

grupos I/D e D/I, também apresentou uma diferencga 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 numero 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 significancia (p<0,05 e p<0,001) no mesmo grupo
(Teste de Tukey).

+ e+ indica a significancia (p<0,001) em relagdo ao grupo salina (S).
== indica a significancia entre os grupos I/D e | (p<0,01).

* % xindica a significancia (p<0,001) entre os grupos I/D e D/I.
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Figura 6. Atividade motora (exploragbes verticais no teste de
campo aberto) em ratos inoculados com glioma C6 e submetidos
a derrota social (n=12 por grupo). As colunas indicam as médias e
as barras o EPM.

* e *ssindicam a significancia no mesmo grupo, p<0,05 e
p<0,001, respectivamente (Teste de Tukey).

+++ indica a significancia em relagao ao grupo S (p<0,001).

wuw jndica a significancia entre os grupos I/D e I (p<0,001).

* % xindica a significancia entre os grupos 1I/D e D/I (p< 0,001).
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4.4. Niveis séricos de imunoglobulina G (IgG) contra glioma C6

Neste experimento foi avaliada a resposta imunolégica (presenga de
imunoglobulina G) de animais dos diferentes grupos experimentais contra‘asA
celulas de. glioma‘ C8, inoculadas .ho. cérebro de ratos‘._ Os niveis d.e'
imunoglobulina G (IgG) no soro dos animais inoculados (l), derrotados e
inoculados (D/I) e inoculados e derrotados (I/D) foram significativamente
maiores do que no grupo salina (S), nas diluigdes de 1:5 até 1:40 (p<0,01)
(Figura 7). Os niveis de IgG nos grupos | e D/l foram maiores do que no grupo
salina (S) até a diluigao de 1:80 (p<0,01). Ao contrario, no grupo I/D, os niveis
de IgG foram maiores do que no grupo salina, apenas até a diluicdo de 1:40
(p<0,01). Também pode ser observado que o grupo inoculado e depois
derrotado (I/D), apresenta niveis de IgG significativamente menores que 0s
grupos inoculado (1) e derrotado e inoculado (D/1) nas diluicdes de 1:5 até 1:40

p<0,01.



26

IgG Sérico
0.6
a
*
—e— S (controle)
£ a —o—1
; 0.4- a —— DI
2 —o—I/D
S
Q
o
«S
Ko
L
o
2]
g 0.2
OO 1 T ¥ T | i | I { T T I

1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120

Diluigdes de soro

Figura 7. Niveis 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 significancia (Teste de Bonferroni) em relagéo ao
grupo salina (S).
1 (p<0,001) e 2 (p<0,01) indicam significancia entre os grupos I/D e D/I.

* (p<0,01) e # (p<0,05) indicam significancia entre os grupos | e D/I.
o (p<0,001) e & (p<0,01) indicam significancia entre os grupos | e I/D.
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4.5. Hemograma

A contagem de células sanguineas da série branca., linfécitos,
granulocitos e monocitos € um dos varios pardmetros de resposta im_vuvnolégica
de animais. A contagem de linfocitos foi reduzida s'ignifica}t'i‘vaniente, ap'enasvno
grupo inoculado e derrotado (I/D), quando comparado ao grupo salina (S)
(p<0,05) e ao grupo derrotado e inoculado (D/l) (p<0,05) (Figura 8). Nao foram
observadas diferengas entre os grupos D/I, | e controle (S). A Figura 9A mostra
que o grupo I/D também apresentou uma redugédo significativa no niGmero de
granulécitos, comparado ao grupo salina (p<0,01). Uma redugdo na contagem
de monodcitos foi observada apenas nos animais inoculados (l), quando

comparados aos animais controle (S) (p<0,05) (Figura 9B).
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Figura 8. Contagem de linfocitos (por pl) 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 significancia (p<0,05) em relagdo ao grupo salina (Teste de Tukey).

* indica a significancia (p<0,05) em relagao ao grupo D/I.
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Figura 9. Contagem de granuldcitos (A) e monécitos (B) no sangue de ratos
inoculados com glioma C6 e submetidos a derrota social (n=13 por grupo). As
colunas indicam a média do numero de células (por pl) e as barras 0o EPM.

¢ e ¢+ indicam a significancia (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) em relagdo ao
grupo salina (S) (Teste de Tukey).
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5. DISCUSSAO
5.1. Efeito da derrota social na progressao tumoral

O modelo de residente-intruso 'teni sido. Utilizado dentre outras
finalidades para induzir derrota social ao animal "intruso", provocando neste
uma situagdo de estresse, que afeta a resposta imunoldgica (Bohus et al.,
1993; Tuchscherer et al., 1998; Stefanski, 2001). Neste trabalho foi avaliado o
efeito da derrota social na progressdao tumoral de ratos inoculados
intracerebralmente com células de glioma C6. Para verificar se a derrota social
poderia influenciar na progressdo tumoral, foram realizados 4 tratamentos:
animais inoculados com salina (grupo S, controle), animais inoculados com
células de glioma C6 (grupo I, progressao tumoral; sem derrota social), animais
inoculadds com glioma e depdis submetidos a derrota social’(grupo I/D) e
animais derrotados e depois inoculados (grupo D/I). A progress&o tumoral no
grupo inoculado (I) foi menor do que nos grupos derrotado/inoculado (D/1) e
inoculado/derrotado (I/D). Estes resultados mostraram que a derrota social
favoreceu ainda mais a progressdo tumoral do que em ratos somente
inoculados com as células de glioma. Estudos anteriores demonstraram que a
derrota social aumentou a progrésséo tumoral em ratos (Stéfanski e . Ben-
Eliyahu, 1996; Stefanski, 2001) e em humanos (Hislop et al., 1987; Cassileth et
al., 1988; Eli et al, 1992). A progressdo do glioma no grupo | se da
primariamente pela capacidade deste tipo de tumor em inibir parcialmente as

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

glioma C6 secreta citocinas que podem favorecer sua progressao, 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 fungdo imunoldgica sendo que o grau de imunosupresséo depende
principaimente do tamanho do tumor (Morford et al.,1997). Estudos tém
démonStrado que a secrecdo de TGFP pelo glioma pro\)océ a dimiﬁuigéo da
expressdo de marcadores de superficie em mondcitos, diminuigdo de secrecdo
de citocinas, e diminui¢gdo da responsividade de linfocitos T (Black et al., 1992;
Olofsson et al., 1992). Hughes et al. (1995) demonstraram que a desativagédo
funcional de mondcitos pode causar imunossupressdo. Os mondcitos e
macroéfagos tém um papel chave na regulagéo do sistema imune e tanto TGFp
e IL-10 sdo importantes desativadores destas células. Os resultados dos
trabalhos citados acima confirmam a capacidade de fixagdo e progresséo
“tumoral no_grupo |.

A progressao {umoral“ nos animais derrotados e depois inoculados (D/!)
foi menor do que nos animais inoculados e derrotados (grupo /D). Este
resultado sugere que a derrota social antes da inoculag&o das células resultaria
numa resposta imunoldégica mais eficiente em relagdo a progressdo tumoral.
Coover et al. (1973) mostraram que ratos submetidos a um estresse repetitivo,
apresentaram altos niveis de corticosterona na primeira sessdo 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
niveis plasmaticos de interleucina 1 beta (IL-1) aumentados e diminuigdo nos
niveis de corticosterona. Esses resultados sugerem que a resposta imune mais

eficiente no grupo D/I seria devido a dupla derrota, que diminuiria os niveis de



31

corticosterona, e consequentemente ocorrendo o favorecimento de algumas
respostas imunok’)gicas. nos dias subseqiientes. Assim, quando o animal do
grupo D/I foi inoculado com glioma C6, a resposta imune éstari'a _mais
- favorecida, devido a derrota prévia. Os dados de Carobrez et al. (2002),
indicariam que uma dimihuigéo dos niveis plasméticos} de c,;or'tico's{erona pode
ter sido a causa desta menor progresséo tumoral, nos animais previamente
derrotados. Apesar disso, com a instalagdo do glioma, este poderia estar
secretando citocinas que estimulariam a progressdo tumoral e inibigdo do
sistema imunolégico. Os resultados no grupo D/l sugerem que o tempo
decorrido apds a derrota social pode gerar modifica¢gdes na ativagdo do eixo
HPA, gerando diferentes conseqiiéncias imunolégicas entre os grupos e
finalmente resultando na menor progressdo tumoral no grupo D/l. Este
resultado seria decorrente de uma provavel reorganizagdo nos centros
sup'eriores de mediagdo de estre.s‘se que poderiam induzir modificagc”)es na
resposta do eixo HPA resuitando em melhor resposta imune apés a inoculagéo.
Quan et al. (2001) sugerem que ocorreriam mudangas nos receptores para
'corticosterona no SNC e no sistema imunoldgico. Este fato poderia gerar
diferengas no comportamento como também no curso da progressdo tumoral.
O procedimento de inoculagéo, realizado em todos os grupos, também poderia
gerar respostas inflamatorias locais, pela lesdo na dura-mater e
conseqlientemente liberagdo de citocinas pré-inflamatérias. Assim, o
procedimento cirirgico para a implantagdo do glioma C6 ou inoculagdo de
salina, provoca lesdo na duraméter e cérebro, e consequentemente dispara
eventos de inflamagdo neurogénica (Ebersberger et al.,, 1999; Esposito et al.,

2001).
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O desenvolvimento tumoral encontrado no grupo /D, com aumento
»éignificativp em relagdo ao grupo | e ao grupo D/l poderia ser o resultado da
. presengé de maiores concentragdes de citocinas tumorais. Apos a primeira
derrota social (aguda), a mobilizagédo do sistema imune estaria suprimida uma
vez que 0s niveis de corticosterona estariam altos (Coover et al.,, 1973;
Carobrez et al., 2002) e estariam inibindo a resposta imune para o glioma C8.
Apos a segunda derrota, a diminuigéo‘ nos niveis de corticosterona e aumento
nos niveis plamaticos de catecolaminasl, levaria a uma melhora da resposta
imunolégica, mas o glioma instalado hé 10 dias, estaria secretando fatoreé que
neutralizariam esta resposta, favorecéndo a progressao tumoral. Koolhaas et
al. (1997) demonstraram que a dinémica temporal do estresse & um dos
principais.fatores que diferenciam as co‘nsequéncias do estresse e, portanto, a
aplicagdo antes e depois da inoculag:éo intracerebral do glioma C6 traz
conseqiéncias que refletem na diferéngé de progressédo tumoral entre os dois

grupos derrotados.

5.2. Sobrevivéncia e atividade motora -

Estudos anteriores tém demonstrado que o glioma C6 apresenta
caracteristicas bastante agressivas, resultando numa sobrevida curta (Tseng et
al., 1997; Soares, 2001). Os dados dé'sobrevivéncia refletem os resultados do
desenvolvimento da progressdo tumoral. Os animais inoculados e depois
derrotados (grupo 1/D), derrotados e inoculados (grupo D/l) e inoculados (grupo

) apresentaram a maior progressdo tumoral e a menor sobrevida,
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respectivamente. Morford et al. (i997) demonstraram, em humanos, .que
quanto maior o tumor, mais fatores imunosupressores sdo produzidos e,
portanto, menor a sobrevida média dos pacientes. |

Os animais moculados e/ou submetidos a derrota social tiveram redugao ‘
de mobilidade. A redugao de atNIdade motora também foi mais acentuada no
grupo inoculado e depois derrotado (grupo I/D), o mesmo que apresentou a
maior progressao tumoral e a menor sobrevida média. Assim, é possivel que a
progressao tumoral tenha comprometido primariamente as fungdes motoras
dos animais. Deve ser ressaltada, que a inoculagdo do glioma foi realizada na
regido do caudado e putdmem, envolvidas em atividades motoras (Brodal,
2000). Por outro lado, a derrota social pode ter contribuido também para uma
diminuigdo da atividade exploratoria dos animais derrotados (Siegfried et al.,
1984). A avaliagéo motora dos animais derrotados e'depois inoculados (grupo
D/l) foi avaliada 20 dias apos a segUhda derrota; no grupo inoculado e
derrotado (I/D) o teste foi realizado apos 5 dias. Esta diferenga no periodo

decorrido apc’;é a derrota, poderia afetar de modo diferente a atividade motora.

5.3. Resposta imunolégica (IgG) e hemograma

Parametros imunoldgicos (niveis de imunoglobulinas G e contagem de
linfécitos, granulécitos e mondcitos) foram avaliados em animais inoculados
el/ou submetidos a derrota social. A resposta imunologica (niveis séricos de IgG
contra as células de glioma C6) foram também menores nos animais

inoculados e depois derrotados (grupo /D), os mesmos que apresentaram
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maior progresséo tumoral. Os linfocitos T citotoxicos tém a fungéo de eliminar
células tumorais e células infectadas por virus, enquanto os linfécitos T auxiliar
(Th1j ativam linfocitos T citotdxicos (Tc) os linficitos Th, funcionam ‘auxiliando a
fungéo v_de linfécitos B .e consequentemente a produgéo de imunoglobulinas
(Aschner, 1998). A IL-6 é a principal citdcina' envolvida na diferenciagao de
linfécitos B e a sintese de imunoglobulina (Aschner, 1998). Pisa et al. (1992)
demonstraram que os gliomas produzem e secretam IL-10 e que esta citocina
tem efeito inibitério sobre a sintese de IL-6. Este resultado sugere que a
redugdo na resposta ao imundgeno no grupo que I/D seja resultado da maior
produgdo de IL-10 pelas células tumorais, uma vez que a progressdo tumoral
neste grupo foi maior. A producdo de TGF-B pelo glioma pode ter induzido a
redugdo no numero e na atividade dos linfécitos T auxiliar e conseqiiente
diminuindo a sintese e liberagdo de IL-6 o que comprometeu a producéo de
imunoglobulinas.. (Hishii et al., 1995). Estudos téfﬁ demonstrado que linfédtos
sangiiineos periféricos, obtidos de pacientes com gliomas malignos respondem
fracamente a mitégenos e antigenos (Roszman et al., 1987; Urbani et al.,
1995).

Em seu estudo, Stefanski e Engler (1998) observaram que em animais
derrotados, mas nédo portadores de tumores ocorre um aumento no nimero de
granulécitos, diminuigdo do nimero de linfécitos T. Assim, corﬁo consequéncia
da redugdo em nimero e das caracteristicas funcionais de linfécitos T auxiliar
poderia levar a uma diminuigdo da produgéo de IL-6 e conseqiientemente gerar
a diminuigdo nos niveis de IgG sérico pelos linfocitos B. Shakar e Ben-Eliyahu
(1998) demonstram que os glicocorticoides e as catecolaminas podem afetar a

ades&o e o padréo de circulagdo de células imunes, promovendo diminuigéo da
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resposta de proliferagdo de linfécitos T e B e ainda diminuigcdo da atividade
citotoxica das células NK o que ocorre na derrota social. Cabe salientar, que no
grupo I/D foi observada a maior progresséo tumoral que indicaria qﬁe a derrota
social aplicada apés a inoculagéo do gI_ioma C6 resultaria em menor resposta
ao imunogeno de C6.

O numero de linfocitos totais no grupo I/D apresentou uma significativa
redu¢do quando comparado ao grupo salina e derrotado e depois inoculado
(D/1). Stefanki (2001) também observou uma redug¢éo no nimero e na atividade
dos linfocitos T e B circulantes e aumento na proliferagdo de células tumorais
no pulmdo. Em humanos portadores de gliomas cerebrais também se observou
uma redugdo destes mesmos parametros imunoldgicos (Dix et al,, 1999). A
diferenga no numero de linfécitos totais, entre os grupos I/D e D/I, poderia estar
relacionada com o tempo decorrido depois da _dup|a derrota social.

| o) grupd I/D também aprésentdu redugéo na contagem de granulocitos
em relagdo 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 secregdo de
fatores imunosupressores pelo glioma C6 e a mobilizagdo de células do
sistema imune para outros tecidos poderia levar a uma diminuigdo nos niveis
plasmaticos de granulécifos.

Os mondcitos sdo importantes para a regulagdo dos linfocitos T,
funcionando como células apresentadoras de antigenos' e secretando citocinas
que modulam a resposta imunoldgica. Mondcitos obtidos de pacientes com
glioma apresentaram redugdo na sua capacidade de apresentagdo de

antigenos. Além disso, os gliomas foram capazes de exercer um efeito redutor
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no numero de moné‘citos circulaﬁtes (Woiciechowsky et val., 1998). . Os
resultados indicaram uma redugdo no namero de mondcitos circulantes nos
animais inoculados e/ou derrotados. No entanto, apenas no grupo~inoc'ulado a
redqgéo foi significativa, sugerindo que a dupla derrota social poderia ter
afetado e‘ste resultado. | |

Em conjunto, estas alteragbes nos parédmetros imunoidgicos poderiam

explicar a maior progressédo tumoral dos animais do grupo |I/D.
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6. CONCLUSOES

- . Neste estudo foi avaliado o efeito da derrota social sobre a progressédo tumoral

de glioma C6 inoculédo nobcérebro de ratos.” | |

1. A progressdo tumoral nos grupos inoculado e depois derrotado (I/D) e
derrotado e depois inoculado (D/) aumentou 69% e 41%, respectivamente, em
relagdo 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 redugéo da sobrevivéncia de 34% e de
16%, respectivamente, quando comparados ao grupo .

4. Os niyei’s sérico‘s‘de IgG contra glioma C6 aumentaram em todos os grupos, .
entretanto no grupo 1I/D e'ste. admento foi menor. O grupo I/D também
apresentou redugdo no numero de linfocitos e de granuldcitos.

5. A derrota social em ratos aumentou a progressdo tumoral de glioma C6 e

reduziu a sobrevivéncia e a resposta imunolbgica dos animais.
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