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1. INTRODUCAO

1.1 Estresse: uma visao retrospectiva do termo

Até o século XVII, o termo estresse era utilizado, na literatura inglesa,
esporadicamente, com o significado de aflicdo e adversidade (Lazarus e Lazarus,
1994). A partir dai, aparece pela primeira vez o uso da palavra estresse para denotar
o complexo fenbmeno composto de tenséo, angustia e desconforto, caracteristico da
sociedade. No século seguinte, houve uma mudanca de enfoque e o termo passou a
ser utilizado para expressar a acéo de forca, pressao ou influéncia muito forte sobre
uma pessoa, causando nela uma deformacao; como um peso que faz com que uma
viga se dobre. No século XIX, especulacbes comecaram a ser feitas sobre uma
possivel relacdo entre eventos emocionalmente relevantes e doencas fisicas e
mentais.

Anos mais tarde, j& no século XX, novamente, as idéias da ligacdo entre
eventos estressantes e doencas foram retomadas. O médico inglés Osler igualou o
termo estresse a “trabalho excessivo”, e o termo “tensdo” a “preocupacao” (revisado
por Berczi e Nagy, 1991). Osler, em 1910, sugeriu que o excesso de trabalho e de
preocupacdo estava ligado a doencas coronarianas. Suas observacoes foram
baseadas no estudo de um grupo de 20 médicos com angina pectoris, nos quais ele
verificou uma relacédo entre o excesso de trabalho e preocupacédo e o desempenho
pessoal.

As observacdes de Osler ndo receberam maior atencdo na area médica até
gue Hans Selye, estudante de medicina na Universidade de Praga, se interessou
pelas reagbes comuns que ele proprio observou em alguns pacientes sofrendo de
patologias diferentes. O que Ihe chamou a atencao foi a identificacdo de um conjunto
semelhante de reacGes nao especificas, nestes pacientes, frente a situacdes que
Ihes haviam causado angustia e tristeza. Em 1936, ele chamou este conjunto de
reacdes de “sindrome geral de adaptacdo” ou “sindrome do estresse bioldgico”,
conhecida também como “sindrome do simplesmente estar doente”. Em 1936,

guando ja era um endocrinologista reconhecido pela sociedade médica, Hans Selye
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sugeriu 0 uso da palavra estresse para definir esta sindrome produzida por varios
agentes aversivos. E, assim, o termo entrou definitivamente para a literatura
cientifica, como o conhecemos hoje (Selye, 1936,1956).

Selye foi influenciado pelas descobertas de dois fisiologistas, Bernard e
Cannon. Em 1879, Bernard (revisado por Berczi & Nagy, 1991) sugeriu que o
ambiente interno dos organismos deveria permanecer constante, apesar das
mudancas no ambiente externo. Cannon, em 1939, sugeriu 0 home “homeotase”
para designar os processos fisiolégicos envolvidos na manutencdo desse equilibrio
interno do organismo. Segundo 0 mesmo autor, tais processos seriam responsaveis
por garantir o funcionamento organico regular e, com ele, a subsisténcia da espécie.
Selye definiu o estresse como uma quebra desse equilibrio.

Cannon foi pioneiro em documentar a funcdo homeostética da adrenal,
através da resposta secretora imediata, frente a um estimulo sofrido pelo organismo
(Cannon et al., 1911; Cannon et al., 1914). Mais tarde, em 1939, ele sugeriu ser a
adrenalina o principio ativo da glandula adrenal e também o neurotransmissor do
sistema nervoso simpatico (SNS) (Cannon et al., 1914, revisado por Berczi & Nagy,
1991), o que foi confirmado por Von Euler, em 1946 (Von Euler, 1946, revisado por
Berczi & Nagy, 1991). Ainda de acordo com Cannon, a rapida ativagdo do sistema
homeostatico em situacdes de emergéncia, especialmente do sistema simpato-
adrenal, poderia preservar o ambiente interno, através de ajustes compensatorios e
antecipatorios, aumentando a probabilidade de sobrevivéncia.

Hans Selye introduziu o estresse como um conceito cientifico. O inicio da
elaboracéo de sua “teoria do estresse” foi marcado pela publicacdo, em 1936, de um
artigo na Revista Nature, o qual descrevia a triade patoldgica, caracterizada por
hipertrofia da adrenal, ulceragdo gastrointestinal e involugéo timica, desencadeada
por exposicdo a diversos agentes estressores (Selye, 1936). Selye definiu o estresse
como a resposta nao especifica do organismo, enfatizando que a triade patologica
poderia ser desencadeada pela exposicdo a qualquer estressor, externo ou interno,
gue ativaria o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), atribuindo a este eixo a

fungéo chave efetora da resposta ao estresse.
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Em 1956, Selye prop0s que o estresse se desenvolveria em trés fases: a fase
de alerta, a da resisténcia e a fase de exaustdo. Na revisdo de seus conceitos,
realizada por Lazarus, em 1984, ele considerou que 0 organismo tenta sempre se
adaptar ao evento estressor e, neste processo, ele utiliza grandes quantidades de
energia adaptativa. Na primeira fase, a do alerta, o organismo prepara-se para a
reacdo de luta ou fuga, que € essencial para a preservacdo da vida. Os sintomas
presentes nesta fase dizem respeito ao preparo do corpo e da mente para a
preservacdo da propria vida. Se 0 estresse continuar presente por tempo
indeterminado, a fase de resisténcia inicia-se, quando 0 organismo tenta uma
adaptacédo em virtude de sua tendéncia a procurar a homeostase interna. Na fase de
resisténcia, as reacdes sdo opostas aguelas que surgem na primeira fase, e muitos
dos sintomas iniciais desaparecem, dando lugar a uma sensacao de desgaste e
cansaco. Se 0 estressor é continuo e a pessoa ndo possui estratégias para lidar com
0 estresse, 0 organismo exaure sua reserva de energia adaptativa e a fase de
exaustdo se manifesta, por exemplo, através do desenvolvimento de determinadas
doencas.

Mais recentemente o conceito de estresse tem sido revisto por varios autores,
dentre eles Dhabhar e Mc Ewen (1997). Esses pesquisadores definem o estresse
como uma constelacao de eventos que compreende um estimulo (agente estressor),
gue acarreta uma reacdo no ceérebro (percepcdo ao estresse), a qual,
subsequentemente, ativa sistemas fisiologicos de luta ou fuga no organismo
(resposta ao estresse). Uma das funcdes priméarias do cérebro € perceber os
estressores, proteger-se do perigo e ativar o organismo para lidar com suas
consequéncias. A resposta ao estresse acarreta a liberacdo de neurotransmissores e

hormdnios que servem como mensageiros do cérebro para todo o organismo.
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1.2 Comunicagéo entre os sistemas nervoso, endécrin -~ 0 e imune

Tanto o sistema nervoso central (SNC) como o sistema endocrino, participam
da homeostase do organismo, garantindo-lhe assim a adaptacdo e a sobrevivéncia.
Para lidar com alteracdes fisicas ou ambientais que podem ameacar a homeostase,
0s organismos tém a habilidade de promover, rapidamente, respostas moleculares e
comportamentais, por meio de mudancas na funcdo e expressado génica, que
permitem um rapido restabelecimento do estado funcional. Estas respostas
fisiologicas sdo desencadeadas por varios circuitos interligados que incluem o eixo
HPA e o sistema nervoso autdbnomo (SNA). Através do SNA e do sistema endocrino,
o hipotdlamo induz respostas organicas a alteracbes no meio ambiente externo e
interno, as quais permitem que o organismo se adapte e mantenha a homeostasia.
Este conjunto de interac6es entre SNC, SNA e sistema enddcrino, que trabalham
para manter a homeostasia frente a um agente estressor, € denominado “sistema de
estresse”.

O hipotalamo funciona como 6rgdo central do sistema de estresse, pois
recebe aferéncias de varias partes do SNC. Frente a um estimulo, o hipotdlamo
envia mensagens para a hipofise e para o SNA. A ativacdo do eixo HPA e do SNA
resulta em elevagéo sistémica do nivel de varios hormdnios e neurotransmissores,
dentre eles glicocorticoides e catecolaminas, que agem em conjunto para manter a
homeostase (Chrousos, 2000) (FIGURA 1).

Tanto o estresse fisico quanto o estresse psicoldgico ou psico-comportamental
ativam neurdnios do hipotalamo, resultando na liberacdo do fator de liberagdo de
corticotropina (CRF ou CRH), um dos principais hormonios envolvidos na
coordenacdo da resposta ao estresse. O CRF € um peptideo de quarenta e um
aminoacidos. Ele se liga a receptores em células da adenohipdfise, estimulando a
expressdo do gene da pré-opiomelanocortina (POMC). Apds o processamento, o
POMC da origem ao horménio adrenocorticotrofico (ACTH). Além disso, o CRF inibe

a secrecao de prolactina e hormdnio do crescimento, além de estimular a liberacdo
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de noradrenalina via l6cus coeruleus, o que ativa o sistema noradrenérgico central e
periférico (Dunn, 1998) (FIGURA 2).
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FIGURA 1 - Sistema porta-hipofisario. Os comandos quimicos emitidos pelo hipotalamo sao
hormoénios que os axodnios hipotalamicos secretam na eminéncia mediana e na neuro-
hipofise, e que sdo levados a circulacdo, através da rede capilar formada pelas artérias
hipofisarias. Na neuro-hipofise esses hormdnios seguem direto para 6rgdos distantes, mas
na adeno-hipéfise eles saem de novo para o tecido, através da rede capilar formada pelos
vasos-porta, e influenciam a secrecdo hormonal das células hipofisarias. Os horménios
dessas células entram novamente na circulacdo para serem levados aos érgaos-alvo. Fonte:
Lent, R. Cem bilh6es de Neurdnios, 2004, p.494.
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FIGURA 2 - Eixo HPA. O estresse ativa o eixo HPA: a hipéfise anterior libera o hormonio
ACTH, que induz a liberacao de cortisol pelo cértex das glandulas adrenais
Fonte: Bauer, M. et al, 2002.

O ACTH é importante no sistema de estresse por efetivar a comunicacao
hipofise-adrenal, ao estimular as células do cortex deste 6rgdo a sintetizar e a
secretar corticoesteroides. Uma vez secretados, 0s corticosterdides agem por
intermédio de ligacdo a dois tipos de receptores: 0s receptores para
mineralocorticoides (Mr) e o0s receptores para glicocorticoides (Gr). Os
glicocorticoides (cortisol, corticosterona e cortisona) sdo corticoesterdides que tém
uma importancia primaria no sistema de estresse. Eles influenciam o metabolismo
celular e disponibilizam substratos energéticos para a producdo de respostas
fisiologicas adaptativas a presenca dos agentes estressores. Os glicocorticoides
estimulam a sintese de proteinas e glicogénio, a gliconeogénese, ativam a lipdlise e

exercem também varias fungfes sobre o SNC (Sapolsky et al., 2000).
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E através do “sistema de estresse” que os agentes estressores influenciam a
resposta imune. A atividade imunolégica € modulada pelo sistema nervoso autbnomo
simpético, através da inervacdo de 6rgéos linféides e de catecolaminas circulantes, e
também por hormonios do eixo HPA, como glicocorticoides, prolactina, horménio do
crescimento, ACTH e CRH (Adler et al., 1991; Kemeny et al., 1992; Heninger, 1995;
Michelson et al., 1995).

No processo reciproco de comunicacdo de sinais do sistema imune ao
sistema neuroenddcrino, citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a, liberadas de células do
sistema imune, sdo essenciais. Elas desempenham importante papel na modulacdo
da resposta do eixo HPA nos seus trés niveis: hipotdlamo, pituitaria e adrenal
(Dhabhar, 1995; Heninger, 1995; Berczi, 1998; Dhabhar, 1998; Dunn, 1998; Gaillard,
1998; Beschop, 1999; Chrousos, 2000; Dhabhar, 2000). Estas citocinas em geral,
exercem feedback negativo, de forma que niveis elevados de IL-1 estimulam
liberagéo de cortisol que, por sua vez, reduz a ativagdo imune e a producgdo de
citocinas inflamatérias (Heninger, 1995).

Uma das primeiras evidéncias da influéncia do eixo HPA no sistema imune
veio da demonstracdo de que a extirpacdo da hipofise produz alteracdes, tais como
diminuicdo da celularidade na medula Ossea, atrofia timica e imunodeficiéncia
generalizada (Berczi e Nagy, 1991). Nos ultimos anos, as pesquisas que abordam a
influéncia de horménios e neuropeptideos sobre as células do sistema imune vém
demonstrando a importancia da participacdo do eixo neuroenddcrino na regulacao da
resposta imune nas doencas infecto-parasitarias, nas doencas auto-imunes, nas
neoplasias e nas alergias (Mc Ewen et al., 1998, 2000; Sapolsky et al., 1994;
Webster et al., 2002). Tais processos, que resultam em interacdes reciprocas entre
0s sistemas nervoso, enddcrino e imune, vém sendo abordados por pesquisas no
campo da psiconeuroimunologia.

Na psiconeuroimunologia, fundem-se os conceitos da funcdo psiquica, do
sistema nervoso, da neuroendocrinologia e da imunologia. Estudar a imunologia
simplesmente através das células do sistema imune, a neurociéncia através de
neurbnios e a psicologia apenas num nivel comportamental, ndo € suficiente para

abordar as interagdes entre tais sistemas. A compreensao da salde e da doenca



20

depende dessa analise. As relacdes entre sistema nervoso central e sistema imune
sdo tais que anormalidades no SNC podem produzir mudangas mensuraveis no
sistema imune com consequéncias clinicas significativas. Do mesmo modo,
anormalidades no sistema imune podem causar doencas no SNC ou alteragbes no
seu funcionamento (Adler, 1991; Maier, 1994, 1998; Heninger, 1995; Watkins, 1997,
Berczi, 1998; Davis, 1998; Reichlin, 1998; Szabo, 1998; Baird, 1999; Chrousos,
2000; Conti, 2000).

Os efeitos hormonais sobre as células do sistema imunologico dependem da
presenca de receptores. Plaut (1987) relata a presenca de receptores para diversos
horménios glicocorticéides e neuropeptideos nessas células. A distribuicdo desses
receptores difere entre as diversas subpopulacdes de linfocitos e a ativacdo destes
durante a resposta imunoldgica pode alterar a expressao e 0 numero de receptores
ou a responsividade do linfécito ao horménio. Os efeitos dos hormoénios podem
ocorrer diretamente ou através das acfes destes sobre macréfagos, modulando a
ativacdo e migracao de linfocitos e suas respostas proliferativas.

Os efeitos imunorregulatorios dos glicocorticoides, do ACTH (Heijnem et al.,
1991; Munck & Guyre, 1991, Munck & Naray-Fejes-Toth, 1994), do horménio do
crescimento (GH) (Kelley, 1991), do hormoénio liberador de tireotrofina (TSH), do
hormdnio tireotrofico (Kruger, 1996), de hormonios sexuais (McCruden & Stimson,
1981) e da prolactina (Bernton et al., 1991) tém sido revistos extensamente (Kemeny
et al.,, 1992; Murphy et al., 2000; Dardenne & Savino, 1996; Dorshkind & Horseman,
2001).

A prolactina apresenta varias propriedades comuns a algumas interleucinas
como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, GM-CSF, M-CSF e eritropoietina. Essas substancias
apresentam homologia estrutural, estrutura homéloga de receptores, fatores de
transducdo e de transcricdo comuns. Receptores para prolactina sdo encontrados
em diversas células derivadas da medula dssea, incluindo linfocitos T, linfécitos B,
mondcitos, células Natural Killer (NK) e células-tronco. A expresséo de receptores
para prolactina em células do sistema hematopoiético e do sistema imune sugere
atividade desta substancia no desenvolvimento de células sanglineas, dentre elas

linfocitos e mondcitos. Outra forma de atuacdo da prolactina na determinagcdo do
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tamanho do pool de linfocitos se d& através de sua capacidade de regular a apoptose
pela supressdo do programa de morte celular que é ativada por citocinas, drogas
citotoxicas e por falta de fatores de crescimento (Buckley, 1998; Savino, 1998; Baird,
1999; Foster, 1999; Chrousos, 2000; Richards, 2000).

O GH, assim como a prolactina, é produzido ndo apenas pelo sistema
endocrino, mas também por células imunocompetentes (Oya, 2000). O GH,
provavelmente, ndo €& necessario para o0 desenvolvimento normal de tecidos
hematopoiéticos mielbides e linféides. Contudo, em situagdes de estresse, ele exerce
efeitos anti-apoptéticos e estimula a proliferacdo e diferenciacdo de células
hematopoiéticas que determinam a expansao mieldide e linféide (Beschop, 1998).

Ao estudarmos a resposta ao estresse, ndo podemos deixar de mencionar os
trabalhos de Dhabhar e colaboradores que vém pesquisando, exaustivamente, 0s
efeitos do estresse de contencdo agudo e crénico nos sistemas imune, enddcrino e
nervoso. A partir de experimentos utilizando ratos Sprague-Dawlley, Dhabhar et al.
(1994, 1995) avaliaram o efeito do estresse de contencdo na determinacdo do pool
de leucdcitos sanguineos e na migracdo dos mesmos para pele e mucosas. Esses
pesquisadores observaram neutrofilia e diminuicdo do numero de linfocitos B,
monocitos, células NK e linfécitos T logo nos primeiros minutos de contengéo.
Através de andlises histologicas, esses autores observaram que os leucécitos se
redistribuem para outros locais, principalmente para a pele (Dhabhar et al., 1994).
Cessado o estresse, observou-se rapida reversdao da alteracdo do numero de
leucocitos (Dhabhar et al., 1995). Com o objetivo de analisar o papel do cortisol no
estresse de contencéo, foram utilizados animais adrenalectomizados e foi observada
reducdo da magnitude das alteragfes leucocitarias induzidas pelo estresse (Dhabhar
et al., 1995, 1996). O cortisol, atuando nos receptores esterdides da adrenal tipo Il, é
o principal mediador da diminuicdo dos linfécitos e mondécitos no sangue e da sua
redistribuicdo, em funcéo do estresse (Dhabhar et al., 1994).

N&o apenas o cortisol influencia no pool de subpopulacdes de leucécitos
sanguineos, mas também as catecolaminas. Diferencas na concentracdo e
combinacfes desses hormbnios podem explicar diferengcas no niumero de leucdcitos

no sangue, durante diferentes condi¢cfes de estresse. As catecolaminas aumentam o
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numero de algumas subpopula¢gdes de leucécitos no sangue de ratos e humanos.
Apo6s a administracdo de adrenalina ou noradrenalina em ratos Wistar, observou-se
rapido aumento do pool de neutréfilos e células NK, com reducdo do numero de
linfécitos B e linfécitos T (Dhabhar et al., 1995, 1996).

Bauer et al. (2000) mostraram que o0 estresse de contencdo agudo
compromete a expressdo de moléculas de adesdo nos linfécitos. Foi avaliada a
expressdo da integrina B, nas células CD4 e CD8. A integrina B, € expressa em
todos os linfocitos e promove a adesdo as células endoteliais, favorecendo o
processo de transmigracdo celular. Os autores observaram aumento da expressao
de moléculas de adesdo nas células T periféricas, mostrando que houve uma
redistribuicdo leucocitaria em decorréncia do estresse.

Silva et al. (2001) padronizaram o modelo de estresse cronico de contencdo
em camundongos BALB/c jovens. Neste protocolo foram feitas observacgdes clinicas
e realizada a contagem de leucdcitos. Logo apds o primeiro evento de contencéo, o
gue caracteriza estresse agudo, foram observados resultados semelhantes aqueles
relatados por Dhabhar, utilizando o rato como modelo experimental. Observou-se
neutrofilia e linfopenia significativas, com intensa migracédo de leucécitos para a pele
e mucosas. Fato interessante € que, ap0s 0s primeiros eventos de estresse, 0s
animais apresentaram diarréia e alopécia. Apés 5 a 6 sessbes de estresse, 0 que
caracteriza estresse cronico, a diarréia desapareceu completamente, e praticamente
100% dos camundongos apresentaram alopecia. Além disso, a contagem de
leucécitos circulantes revelou nédo linfopenia, mas linfocitose. Fato interessante é
gue, apesar da linfocitose vista, observacdes preliminares mostraram involucéo
timica nos animais submetidos a estresse crénico, o que foi revelado pela reducéo

do peso do érgao.
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1.3 Diferenciacédo de linfécitos T no timo

Linfocitos desenvolvem-se a partir de células progenitoras indiferenciadas que
podem originar células NK, linfécitos T, linfocitos B. A diferenciacdo destas células
depende de sua recep¢do e manutencdo em ambientes especializados sob a acéo
de contatos entre células e de diversos fatores sollveis, como citocinas, hormonios
e/ ou neuropepideos (Baird, 1999). Em trabalho de reviséo realizado por Dardene e
Savino (2000), foi relatado o controle neuroenddcrino da fisiologia do timo. Os
autores mostram que as citocinas produzidas no microambiente timico estdo sob
controle neuroenddcrino. Os horménios da tiredide e pituitaria modulam a secrecao
de timulina. A adrenalectomia e gonadectomia acarretam diminuicdo sérica de
timulina por um més, com pico apos a cirurgia e, depois, retorno ao normal. Os
hormonios do timo regulam glandulas enddcrinas e circuitos neuroendocrinos,
modulando a producdo de hormdnios e neuropeptideos do eixo HPA. Os timécitos
apresentam receptores para glicocorticoides, esterdides sexuais, progesterona,
estrogeno, hormonios tiroidianos, prolactina, hormbénio de crescimento, oxitocina,
vasopressina, somatostatina, opidides enddégenos, melatonina, CGRP, VIP, dentre
outros (Savino, 2000).

O desenvolvimento de linfécitos T ocorre principalmente no cortex timico. Na
parte mais externa do cértex, os timdcitos duplo-negativos proliferam-se e comegam
0 processo de reorganizacdo génica, levando a expressédo do pré-TCR juntamente
com o0s co-receptores CD4 e CD8. Na parte mais interna do cértex, os timdcitos em
amadurecimento sdo duplo-positivos (CD4" e CD8") e se tornam receptivos ao
complexo MHC-peptideo. O processo de selecdo positiva dos linfocitos T inicia-se na
presenca das células epiteliais corticais que expressam as moléculas do MHC classe
| e classe Il em sua superficie. As moléculas de MHC classe Il sdo necessérias para
o desenvolvimento dos linfécitos T CD4"; as moléculas do MHC classe | s&o
necessarias para o desenvolvimento dos linfocitos T CD8" (Killeen, 1998).

Estudos sobre o desenvolvimento de células T no timo definem de forma

genérica trés estagios de diferenciacdo: triplo-negativo (CD3'CD4CD8), duplo-
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positivo (CD4"CD8") e positivo simples (CD4°CD8 ou CD4°CD8"). Timécitos triplo-
negativos dividem-se em quatro subgrupos: pro-T1 (CD44°CD25), pro-T2
(CD44*CD25%), pr6-T3 (CD44'CD25%) e pr6-T4 (CD44'CD25) (Baird, 1999; Godfrey,
1993). As células CD44 CD25" submetem-se a uma segunda onda de rearranjo
antes de se tornarem CD44CD25, o qual exibe o rearranjo da cadeia TCR-B
completo.

Um trabalho realizado por Aspinall, em 2001, mostrou que, na presenca de
anti-IL-7, células triplo-negativas CD44"CD25", provenientes de culturas de timos
fetais de camundongos jovens, apresentaram diminuicdo no desenvolvimento de
timécitos, quando comparado ao grupo nao tratado com anti-IL-7. Aspinall levanta
trés hipdteses para a reducdo da timopoiese: reducdo no niamero de progenitores
provenientes da medula 6ssea; um defeito intrinseco nas células-tronco que chegam
ao timo; ou um defeito nas células estromais do timo, proporcionando um
microambiente inadequado, ndo permitindo o rearranjo da cadeia B do TCR ou
inibindo o processo da timopoiese .

Existem outras vias de diferenciacdo de linfécitos T, as quais, no processo de
envelhecimento, acontecem simultaneamente ao processo de atrofia timica. As
células T extratimicas sdo pouco numerosas na juventude e aumentam com a idade.
O desenvolvimento dessas células ocorre principalmente no figado e no intestino,
podendo ainda ocorrer no Utero e nas glandulas salivares. As células T extratimicas
participam da eliminacdo de células proprias anormais que surgem com o decorrer
da idade, sob condicdes de estresse, de doencas auto-imunes, de gravidez, de
infeccdes intracelulares como a maléaria, doenca do enxerto versus hospedeiro e
administracdo prolongada de drogas antiinflamatorias (Abo, 2001). A atrofia timica
aguda acompanha a ativacao das células T extratimicas, sugerindo que exista uma
regulacdo reciproca das células T extratimicas e das células T convencionais, isto é,
aguelas derivadas do timo. Sabe-se que a IL-7 é fundamental no processo de
maturacdo das células T extratimicas e, € sabido também, que os hepatécitos
produzem IL-7 (Abo, 2001). Isso poderia explicar o fato de ser o figado o principal

sitio de producdo dessas células. Além disso, as células de Kupffer e as células
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endoteliais produzem IL-8, IL-12 e IL-15, citocinas essas que funcionam como fatores
subsequentes na maturagdo das células T extratimicas.

Acredita-se que o0 estresse cronico altere os caminhos de diferenciagéo
celular, permitindo e/ou ativando clones de células T autorreativas na periferia.
Corroborando com essa hipétese, dados preliminares obtidos em nosso laboratorio,
demonstraram uma linfocitose associada a atrofia timica em camundongos
submetidos a estresse cronico de contencdo (Silva, 2001). Neste trabalho nos
propusemos a aprofundar as analises do processo de involugéo timica induzida pelo
estresse cronico. Dados da literatura mostram que o processo de diferenciacdo de
células no timo é regulado por varios horménios e citocinas, 0s quais, por sua vez,
regulam a ativacao de diferentes fatores de transcricdo (Rothemberg et al., 2005).
Tais fatores de transcricdo sdo ativados ou inibidos nos timdcitos, dependendo do
estagio de diferenciacdo. Assim, acreditamos que a determinacédo das populacdes de
timocitos mais comprometidas pelo estresse crénico possa contribuir para estudos
moleculares futuros e até mesmo para possiveis intervencdes em doencas

associadas ao estresse.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar a involucéo timica induzida pelo estresse crénico de contencao

em camundongos BALB/c de 6 semanas de idade.

Objetivos especificos

1- Avaliar histologicamente a ocorréncia de alteragcdes morfoldgicas no timo de

camundongos submetidos ao estresse de contencéo cronico.

2- Avaliar as frequéncias de timdcitos em diferentes estagios de diferenciacao
no timo, através da expressdo diferencial de marcadores fenotipicos, em

camundongos submetidos ao estresse cronico de contencao.

3- Avaliar o papel da inervacdo noradrenérgica no processo de involugédo
timica em camundongos submetidos ao estresse de contencdo cronico, através da

inibicdo da dopamina.

4- Avaliar a repercussao da involugdo timica, decorrente do estresse cronico
de contencdo, no baco, através da analise do fenotipo das populagcbes de

esplendcitos e da celularidade desse 6rgao.
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3. METODOLOGIA

3.1 Protocolo de estresse cronico de contencéo

Foram utilizados camundongos machos da ragca BALB/c de cinco a seis
semanas de idade, desmamados entre 21 e 30 dias pos-natal, com peso corporal
entre 18 e 25 gramas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
animais foram divididos em gaiolas plasticas de 50 X 30cm, em grupos de 6 e
mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG, em camara
climatizada (temperatura entre 20°C e 23°C e ciclos de claro/escuro de 12 horas),
recebendo agua e racdo comercial Nuvilab a vontade. O procedimento de estresse
de contencdo s6 foi iniciado 5 dias apdés a permanéncia dos camundongos na
camara para climatizagdo. Foram utilizados 16 animais, sendo 8 pertencentes ao
grupo controle e 8 pertencentes ao grupo experimental.

O estresse de contengéo foi realizado de acordo com descri¢éo de Sei (1991)
e Padgett (1998). Foram utilizados tubos de centrifuga de 50 mL tipo Falcon,
apresentando 20 orificios de, aproximadamente, 10mm para passagem de ar. Os
animais foram introduzidos nos tubos com extremidade anterior voltada para o fundo
do tubo. A tampa rosqueada foi fechada, e o tubo foi mantido em posi¢ao horizontal
dentro das gaiolas em que normalmente os animais sdo acondicionados (FIGURA 4).
De acordo com este protocolo, os animais tém algum movimento, que é restrito,
embora ndo ocorra imobilizagdo. Dentro do tubo, os animais ficaram privados de
alimentos e de agua por periodo de duas horas, durante cinco dias. Os animais dos
grupos de controle foram submetidos a restricdo de alimentos e de agua no mesmo
periodo de tempo. Ao término da sessdo de estresse, 0s animais experimentais
foram devolvidos as gaiolas e, juntamente com o0s animais controles, receberam

alimento e agua.
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FIGURA 3 - Camundongos nos tubos de contencéo utilizados nas sessdes de estresse.

3.2 Dosagem do cortisol

ApGs imobilizacao rapida do animal, o sangue foi coletado por puncédo do
plexo orbitario, utilizando-se pipetas de Pasteur de vidro com pontas de 5 cm de
comprimento, heparinizadas com Liquemine® (Roche). Esse procedimento durava
cerca de 40-60 segundos. O sangue coletado foi centrifugado, sendo separado o
plasma. O material foi colocado em tubos Eppendorff e estocado a -70°C. A dosagem
de cortisol foi realizada através de radioimunoensaio, com a colaboragdo do
Professor José Antunes Rodrigues, na Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo
Preto.
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3.3 Caracterizacao da involugao timica

A involucdo timica foi avaliada através de analises do peso relativo, da
celularidade, da histologia e da expressdo de marcadores de diferenciagdo em

timocitos.

3.3.1 Avaliacao do peso

Todos os camundongos foram pesados, no inicio do experimento e no dia do
sacrificio, em balanga com sensibilidade de 0,1g. Assim que os animais foram
sacrificados, seus timos foram removidos e pesados em balangca com sensibilidade
de 0,0001g.

3.3.2 Avaliacao da celularidade

Depois de pesado, o timo foi colocado em placa de Petri apoiada em laminas
de isopor com gelo, contendo meio de cultura RPMI gelado, para que o érgéo fosse
macerado. Posteriormente, a suspensado celular foi transferida para tubo Falcon e
centrifugada a 1.200 rpm, a temperatura de 4°C, durante 5 minutos. Apds a
centrifugacado, o sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspendidas em
4mL de PBS adicionado de 3% de soro fetal bovino e 0,01% de azida sédica. A
suspenséo celular foi centrifugada novamente, as células foram ressuspendidas no
meio acima, diluidas em solu¢do aguosa de &cido acético a 2% e azul de metileno a
0,01% e contadas em camara de Neubauer.

3.3.3 Analise histolégica

Apés sacrificio dos animais por deslocamento cervical, o timo foi coletado,
imediatamente incluido em Bouin, por 24 horas e embebido em paraplast. Cortes de
6 micrdmetros de espessura foram submetidos a coloracdo com hematoxilina-eosina,

segundo protocolo de rotina estabelecido em nosso laboratorio.
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3.3.4 Analise da expressdo de marcadores de diferen  ciagdo em timacitos

A citometria de fluxo foi utilizada para a analise dos fendtipos dos timécitos de
camundongos submetidos ao estresse de contencdo e de animais controle. Apés
sacrificio dos animais por deslocamento cervical, o timo foi extraido e colocado em
placa de Petri contendo meio de cultura RPMI incompleto. O 6rgao foi macerado em
peneira metalica utilizando émbolo de borracha e, a seguir, colocado em tubos
Falcon de 15 ml. O material foi centrifugado e o sobrenadante desprezado por
inversdo do tubo. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 5mL de RPMI e
submetidas a nova centrifugacdo. O sobrenadante foi desprezado por inversao do
tubo e as células foram novamente ressuspendidas com 300 pL de PBS .

Para avaliacdo do fenotipo celular foram utilizados anticorpos monoclonais
(TABELA 1) contra antigenos de superficie celular, marcados com ficoeritrina (PE),
isoticianato de fluoresceina (FITC) ou cy-chrome (Cy). Esses anticorpos foram
adquiridos da PharMingen (San Diego, CA, USA). Os anticorpos foram diluidos em
PBS, contendo 1% de BSA. Como controle, anticorpos nao relacionados 1gG1l ou
IgG2, ligados a PE ou FITC, foram usados para medidas de ligacdes inespecificas.
Cinguienta microlitros de solugdo de timocitos ou esplendcitos (obtidos conforme
protocolo acima descrito) foram incubados com 10uL de anticorpo monoclonal
diluido, por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds a
marcacdo, a preparacdo foi lisada com solugdo de lise (formaldeido 15% e
dietilenoglicol 50%) por 10 minutos e lavada com PBS. Este procedimento elimina
guase todas as hemécias, otimizando a aquisicdo de dados. As células foram entdo
fixadas em 200uL de PBS contendo formaldeido 4%. A leitura da imunofluorescéncia
foi feita em um citdmetro FACScan da Becton Dickinson, sendo coletados 10.000
eventos para cada tubo. A anadlise foi realizada em programa CELL Quest TM,

empregando-se diferentes estratégias, dependendo do fendtipo celular analisado.

O citbmetro de fluxo permite a avaliacdo de até cinco parametros: tamanho
(FSC) e granulosidade das células (SSC), fluorescéncia do tipo 1 (FL1),
fluorescéncia do tipo 2 (FL2) e fluorescéncia do tipo 3 (FL3). FL1, FL2 e FL3

correspondem a sinais luminosos emitidos pela excitacdo do isotiocianato de
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fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e cy-chrome (Cy), respectivamente. Estas
caracteristicas sdo detectadas, utilizando-se um sistema Optico-eletrénico que avalia
a dispersao do raio laser incidente sobre uma célula e a emissao de fluorescéncia,
dada pelos diferentes fluorocromos, em diferentes comprimentos de onda. O
emprego de anticorpos monoclonais acoplados a fluorocromos que emitem
fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda permite identificar, em uma

mesma célula, estruturas distintas, reconhecidas pelos anticorpos especificos.

TABELA 1
Painel de anticorpos monoclonais marcados com ficoeritrina (PE), isotiocianato de

fluoresceina (FITC) ou cy-chrome (Cy), utilizados para o timo e o bago.

PE FITC Cy
Anti-IgG Anti-IgG
Timo Anti- CD3  Anti- CD25  Anti- CD44
Anti- CD4 Anti- CD8 Anti-CD3
Anti-IgG Anti-IgG
Anti- CD4 Anti- CD8 Anti-CD3

Baco

Estratégias de analise de dados

Utilizando o programa Cell Quest, selecionamos a populagdo celular a ser
analisada, de acordo com sua localizagdo no grafico de tamanho versus
granulosidade (GRAFICO 1). O perfil fornecido pela emisséo das fluorescéncias do
tipo 1, 2 e 3 nas células marcadas foi delimitado em quadrantes, obtendo-se quatro
divisbes acompanhadas de uma analise estatistica quantitativa dos dados.

Foram analisados timdcitos em etapas distintas do processo de diferenciacao,
conforme a FIGURA 4.
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FIGURA 4: Etapas do processo de diferenciacdo de timdcitos.

Estratégia de analise dos marcadores CD25 e CD44 em células CD3

Nesse tipo de andlise foi feito um gréfico de distribuicdo puntual (dotplot) de
tamanho versus granulosidade (GRAFICO 1A) e selecionada a populacdo de
interesse segundo os parametros morfométricos (R1). A seguir, foi feito novo gréafico
puntual segundo as fluorescéncias: FL1/CD3 versus tamanho onde foi selecionada
populacdo CD3™ (R2). (GRAFICO 1B). Posteriormente, foram feitas as combinagdes
das regibes R2 e R1, através das formulas “G2 = R1 and R2”, onde and significa a
interseccdo de eventos presentes em R1 e R2, simultaneamente. A seguir, foi
realizado novo grafico FL2/CD44 versus FL3/CD25 contendo as células em G2
(GRAFICO 1C).
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GRAFICO 1 - Seqiiéncia de procedimentos utilizados para as anélises dos percentuais
dos subgrupos de timdcitos triplo-negativos: pro-T1 (CD44°CD25), pré-T2 (CD44°CD25),
pr6-T3 (CD44CD25%) e pr6-T4 (CD44CD25). Primeiramente, foi estabelecido grafico de
distribui¢cdo puntual tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC), utilizado para a sele¢édo da
populacdo de interesse R1 (A); a seguir foi feito grafico puntual segundo as fluorescéncias:
FL2/CD3 versus tamanho (FSC), sendo selecionada populagéo de interesse CD3- (R2) (B).
Posteriormente, foram feitas as combinacdes das regifes R2 e R1, através das formulas “G3
= R1 and R2", onde and significa a interseccdo de eventos presentes em R1 e R2,
simultaneamente. A seguir, foi realizado novo grafico FL3/CD44 versus FL1/CD25 contendo
as células em G3 (C).

Expressdo de CD4 e CD8 em células CD3"

Para a analise da expressdo de CD4 e CD8 em timocitos CD3+, foi utilizada a
mesma estratégia descrita acima, sendo possivel, assim, obter as porcentagens de
timdcitos duplo-positivos (CD4°CD8") e positivos simples (CD4'CD8 e CD4 CDS8").
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3.3.5 Simpatectomia quimica com 6-hidroxi-dopamina

A simpatectomia quimica foi realizada através de injecbes de 6-hidroxi-
dopamina, conforme descrito por Asada-Kubota, em 1995, com modificagbes. Os
camundongos, 24 horas antes da primeira sessdo de estresse de contencao,
receberam 0,1mL de 6-hidroxi-dopamina diluida em solugéo salina isotdnica (dose de
0,3mg/g de peso corporeo). A administracdo foi realizada via inje¢do subcutanea na
regido toracica. Os animais controle, submetidos ao estresse de contencdo e nao
tratados com 6-hidroxi-dopamina, receberam apenas 0,1mL de solugcdo salina
isotbnica, também administrada pela mesma via. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, apos 5 sessodes de estresse de contenc¢do. O timo foi retirado,
fixado em Bouin para analise histoldgica ou congelado a -80 ° C. O tecido congelado
foi utilizado para controle da simpatectomia, o que foi realizado através da técnica de
fluorescéncia induzida por &cido glioxilico. Seccdes de timo foram obtidas em
criostato e colocadas sobre lamina histolégica mergulhada em solugdo aquosa de
acido glioxilico a 1,5%, sacarose a 10,2% e fosfato de sédio monobasico a 4,8% em
pH 7,4, durante 30 segundos. ApGs secagem por 30 minutos sob corrente de ar frio,
as secc¢des foram cobertas com 6leo mineral (Nujol, Johnson), e as laminas deixadas
em estufa a 60° C por 30 minutos, sendo estas montadas com laminulas. A
simpatectomia foi confirmada através da avaliacdo do materia em fotomicroscopio de

fluorescéncia.

3.4 Analise da resposta do baco ao estresse crénico de contencao

3.4.1 Avaliacao do peso e da celularidade

Assim que os animais foram sacrificados, seus bagos foram removidos e

pesados em balanca com sensibilidade de 0,0001g. A relacéo peso do bago/peso do

animal foi calculada.
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3.4.2 Analise da expressdo de marcadores de ativacd 0 em esplendcitos

Para esta analise, foi utilizada a metodologia ja descrita no item 3, subitem

3.3. As estratégias utilizadas também foram as mesmas ja descritas no item 3.3.4.

3.5 Documentacao fotogréfica

Para ilustragdo fotografica, utilizou-se camara fotografica Cannon Rebel G
com objetiva macro e filme Kodak Ultra ASA 400. Para documentagédo dos dados
histologicos, utilizou-se o fotomicroscopio Ultraphot Il Zeiss e filme Gold Plus ASA
100, da Kodak.

3.6 Analise estatistica

Para analise estatistica dos dados de citometria de fluxo, foi utilizada a analise
de Variancia ANOVA ONEWAY, seguida de Teste t de Student para avaliagdo da

diferenca entre os grupos. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p <0.05).
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4. RESULTADOS

4.1 Observac0Oes gerais relativas ao modelo experime  ntal

Os animais apresentaram resisténcia para entrar nos tubos de contencdo nos
dois primeiros dias de estresse. A partir do terceiro dia, passaram a entrar com mais
facilidade. Ao final das sessfes de estresse, alguns animais apresentaram inicio de

alopecia na regiao abdominal, conforme demonstrado nas figuras 5A e 5B.

FIGURA 5 - Fotos da regido abdominal de animal do grupo controle (A) e de animal do grupo
submetido ao estresse cronico de contencao (B).
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O nivel de cortisol plasmatico detectado nos camundongos submetidos as
sessOes de estresse foi significativamente (p<0,05) superior ao do grupo controle,

demonstrando a eficiéncia do protocolo experimental utilizado (GRAFICO 2).

Cortisol plasmético
mg / dl
[
ol
|

GRAFICO 2: Média dos niveis de cortisol plasmatico em camundongos submetidos a 5 dias
de estresse cronico de contengdo (O) e em animais controles (O). O asterisco indica diferenca
significativa (p<0,05) entres os grupos avaliados e as barras representam a média dos niveis
de cortisol plasmatico, acompanhadas do desvio padréo.

4.2 Caracterizacdo da involugao timica

A caracterizagdo da involucdo timica foi realizada através da avaliacdo do
peso e da celularidade do érgéo, da analise histoldgica e da determinacgéo fenotipica
dos timaocitos nos dois grupos estudados.

4.2.1 Avaliacao do peso e da celularidade do timo

Nossos resultados mostraram reducao significativa (p<0,05) do peso do timo,
de 46%, nos animais submetidos ao estresse crénico de contencdo, quando
comparados aos do grupo controle (GRAFICO 3).
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GRAFICO 3 - Peso do timo de camundongos submetidos ao estresse de contencéo (0) e de
animais do grupo controle (O). O asterisco indica diferenca significativa (p<0,05) entre os
grupos analisados e as barras representam a média do peso do timo, acompanhadas do
desvio padréo.

A contagem de timdcitos foi realizada em camara de Neubauer, demonstrando
uma reducédo de 83% no grupo estressado, quando comparado ao grupo controle
(p<0,05).
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GRAFICO 4 - Celularidade do timo de camundongos submetidos a estresse cronico de
contencdo (O) e de animais do grupo controle (O). O asterisco indica diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos analisados e as barras representam a média do ndmero de
timécitos (células/ml), acompanhadas do desvio padréo.
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4.2.2 Andlise histolégica

Camundongos submetidos ao estresse cronico de contencdo demonstraram
hipoplasia timica, com contracdo acentuada da regido cortical (FIGURAS 6A e 6B).
Os vasos sanguineos apresentaram-se dilatados, com pontos de extravasamento de

hemacias. Em alguns locais, o parénquima foi parcialmente substituido por pontos de

fibrose.

FIGURA 6 - Seccdes de timos de um camundongo controle (A) e de um animal submetido ao
estresse crénico de contencdo (B). Notam-se arquitetura normal das camadas medular e
cortical em animais controles em A e reducdo da camada cortical em animais submetidos ao
estresse crbénico de contencdo em B. Objetiva com aumento de 20x.
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4.2.3 Analise da expressdao de marcadores de diferen ciacdo em

timécitos

Foi realizada avaliacdo do processo de comprometimento da diferenciacédo de
timocitos pelo estresse cronico de contencdo, através de citometria de fluxo. A
expressdo de CD44, CD25, CD3, CD4, CD8 definem estagios distintos de
diferenciacdo das células T intratimicas: timocitos triplo-negativos (CD3'CD4 CD8)),
duplo-positivos (CD4"CD8") e positivos simples (CD4"CD8 ou CD4 CD8"). Timdcitos
triplo-negativos dividlem-se em quatro subgrupos: pr6-T1 (CD44°CD25), pro-T2
(CD44*CD25%), pr6-T3 (CD44CD25%) e pré-T4 (CD44CD25) (Baird, 1999)
(FIGURA7).

CD3- CD4- CD8-
CD4+ CD8-

CD44+ CD25 CD44" CD25" CD44 CD25" CD44 CD25 CD3" CD4"CD8" Q
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FIGURA 7 - Etapas do processo de diferenciagéo de timécitos.

O GRAFICO 5 mostra que camundongos submetidos ao estresse cronico de
contencdo apresentaram aumento no percentual de timocitos CD3 (p=0,02). Ao
avaliarmos a expressdo de CD44 e CD25 nessas células, observamos variagdes
significativas nas frequéncias das subpopulacdes distintas entre os dois grupos
experimentais analisados. O estresse crénico de contencdo resultou em aumento de
78% e 170% das populagdes pro-T1 (CD44°CD25") (p=0,03) e pro-T2 (CD44°CD25%)
(p=0,04), respectivamente; e decréscimo de 61% e 34% das populagdes pro-T3
(CD44CD25") (p=0,005) e pro-T4 (CD44'CD25) (p=0,05), respectivamente.
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GRAFICO 5 - Percentual de timdcitos CD3™ de camundongos submetidos ao estresse cronico
de contencédo (O) e do grupo controle (O). O asterisco indica diferenca significativa (p<0,05)
entre os grupos analisados e as barras representam a média do percentual de timdcitos CD3
acompanhadas do desvio padrao.
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GRAFICO 6 - Andlise das freqiiéncias de timécitos CD3™ (pro-T1, pro-T2, pro-T3 e pro-T4)
em camundongos submetidos ao estresse crbénico de contencdo (0), e em animais do grupo
controle (O ). Os asteriscos indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos
analisados e as barras representam a média das freqiiéncias das populacdes de timdcitos
CD3’, acompanhadas do desvio padréo.
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4.2.4 Freqiiéncia de CD4 e CD8 em timécitos CD3  *

O grafico 7 mostra que camundongos submetidos ao estresse crbénico de
contencdo apresentaram reducdo no percentual de timdcitos CD3" (p=0,01).
Conforme demonstrado no grafico 8, observamos que animais submetidos ao
estresse crénico de contencdo apresentaram uma diminuicdo significativa das
células duplo-negativas (p=0,001) e aumento das células duplo-positivas (p=0,02).
Observamos, ainda, um aumento importante na populacdo CD8" (p=0,06), embora

nao estatisticamente significativo.
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GRAFICO 7 - Percentual de timdcitos CD3*, em camundongos submetidos ao estresse
cronico de contencdo (O0) e em animais do grupo controle (a). O asterisco indica diferencga
significativa (p<0,05) entre os grupos analisados e as barras representam a média do
percentual de timécitos CD3", acompanhadas do desvio padrao.
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GRAFICO 8 - Andlise das freqiiéncias de timocitos CD3* (CD4'CD8, CD4'CD8", CD4'CD§
e CD4CD8") em camundongos submetidos ao estresse cronico de contencédo (O) e em
animais do grupo controle @). O asterisco indica diferenca significativa (p<0,05) entre os
grupos analisados e as barras representam a média das frequiéncias da expressdo de CD4"
e CD8" em timdcitos CD3*, acompanhadas do desvio padrao.

4.2.5 Efeitos do pré-tratamento com 6-hidroxi-dopamina

O pré-tratamento com 6-hidroxi-dopamina ndo inibiu a involugdo timica
induzida pelo estresse crénico de contengcdo. Analises histolégicas do timo retirado
de animais pré-tratados e submetidos a estresse de contencdo revelaram intensa

fibrose, especialmente na regiéo cortical (FIGURA 8).

— =

FIGURA 8 - Seccao de timo do camundongo pré-tratado com 6-OH-dopamina e submetido
ao estresse de contencdo crdnico. Notam-se o desaparecimento das camadas cortical e
medular e o aparecimento de intensa fibrose, especialmente na regido cortical.



4.3 Resposta do baco ao estresse crbnico de conten¢g  ao

4.3.1 Avaliacdo do peso e da celularidade do baco

O gréafico 9 apresenta os resultados do peso do bago de animais submetidos
ao estresse cronico de contencdo e de animais controles. Ndo foram observadas
diferencas entre os grupos avaliados. No entanto, foi observada uma diminuicdo
significativa na celularidade do baco dos camundongos submetidos a estresse
quando comparados com o grupo controle (GRAFICO 10)
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GRAFICO 9 - Peso do baco de camundongos submetidos ao estresse crénico de contencéo

(@) e do grupo controle @). As barras representam a média do peso do baco, acompanhadas
do desvio padréo.
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GRAFICO 10 - Celularidade do baco de camundongos submetidos a estresse cronico de
contencdo (O) e do grupo controle (O). O asterisco indica diferenca significativa (p<0,05)
entre os grupos analisados e as barras representam a média do niumero de esplenécitos
(células/ml), acompanhadas do desvio padrao.
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4.3.2 Freqiiéncia de expressdo de CD4 e CD8 em esple ndcitos CD3 *

O gréafico 11 apresenta os resultados do percentual de esplendcitos CD3".
Observamos que animais submetidos ao estresse cronico de contencao
apresentaram aumento significativo de esplendcitos CD3". Com relacéo a expressio
de CD4 e CD8 nesta populagdo, notamos o mesmo ja evidenciado para timo.
Observamos um aumento significativo (p<0,05) das células duplo-positivas e uma
reducdo importante na populacdo CD4*CD8 (GRAFICO 12).
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GRAFICO 11 - Percentual de esplendcitos CD3* em animais submetidos ao estresse crénico
de contencdo (O) e camundongos do grupo controle (O). O asterisco indica diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos analisados e as barras representam a média do
percentual de esplendcitos CD3", acompanhadas do desvio padrao.
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GRAFICO 12 - Andlise das freqiiéncias da expressdo de esplendcitos CD3* (CD4CDS,
CD4"CD8", CD4'CD8 e CD4CD8") em camundongos submetidos ao estresse de contencédo
cronico (O) e em animais do grupo controle (O). O asterisco indica diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos analisados e as barras representam a média das freqiiéncias das
populacdes de esplendcitos CD3*, acompanhadas do desvio padrao.
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5. DISCUSSAO

O estresse é uma condicdo de alteracdo da homeostase do organismo que
vem sendo discutida desde 1936, quando Hans Selye demonstrou que animais
submetidos a condi¢gBes estressantes apresentavam involucdo timica mediada pela
glandula adrenal e que o0 mesmo ndo ocorria em animais adrenalectomizados
estressados. Desde entdo, busca-se esclarecer os fendmenos envolvidos na reacao
frente a estimulos estressores, determinada pelo sistema nervoso central agindo na
modulacdo do sistema imune, através de vias de comunicac¢do bidirecional que
também envolvem o sistema endaocrino.

Na literatura, varios trabalhos tém demonstrado associacao entre estresse e
alteracbes do sistema imune, dentre as quais podemos citar a involugéo timica, com
alteracdo da diferenciacdo de linfocitos T e uma reestruturacdo dos componentes
celulares do sistema imune (Tarcic et al., 1998; Frieri, 2003; Padgett et al., 2003).
Para caracterizar as alteracdes na diferenciacéo de linfocitos T ocorridas em funcgéo
do estresse cronico de contencéo, utilizamos um modelo experimental, previamente
estabelecido em nosso laboratério. Os estudos que avaliam a influéncia do estresse
cronico nos sistemas enddcrino, imune e nervoso, em sua maioria, foram realizados
em ratos (Dhabhar et al., 1994, 1995, 1997, 2000) e em humanos (Bauer et al., 2001,
2003; Sternberg et al., 1998, 2001; Shanks et al., 1994). J& em nosso trabalho,
utilizamos camundongos. E importante ressaltar que existe uma disponibilidade
muito maior de anticorpos no mercado para camundongos, facilitando assim, a
realizacdo de diversos estudos envolvendo o estresse e as alteragdes imunoldgicas.

Um dos principais parametros utilizados para avaliar a indugéo de estresse é o
aumento sistémico dos niveis de cortisol. Para certificarmos da eficiéncia da
metodologia de contencdo dos camundongos na inducdo do estresse, realizamos
medicdo dos niveis plasmaticos de cortisol momentos antes do sacrificio dos
animais. Observamos um aumento de 86% nos niveis de cortisol nos camundongos
submetidos ao estresse de contencdo, quando comparados aos animais do grupo

controle.
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Os corticoides, em altas concentracdes, tém efeito sobre células do sistema
imune, de maneira que qualquer estresse que altere o eixo HPA pode ter
consideravel influéncia sobre a funcdo deste sistema. (Dhabhar, 1995; Bertok, 1998;
Davis, 1998; Gaillard, 1998; Sacedon, 1998; Szabo, 1998; Chrousos, 2000; Conti,
2000; Pruett, 2000). Tendo constatado o aumento dos niveis de cortisol nos animais
submetidos a contencéo, iniciamos a avaliagdo das alteragdes ocorridas no timo,
bem como o papel da inervagcédo noradrenérgica neste processo. Realizamos, ainda,
a fenotipagem de linfécitos T no baco com o objetivo de investigar a repercusséo da
involugdo timica no sistema linfocitario T periférico.

O timo é um orgdo linféide primério e constitui o principal sitio de
amadurecimento das ceélulas T, proporcionando estimulos necessarios para a
proliferacdo e maturacdo dos timocitos (Killeen et al., 1998). Em nosso trabalho,
observamos reducdo significativa no peso e celularidade do timo dos animais
estressados, quando comparados aos animais do grupo controle. A reducdo mais
evidente foi observada na camada cortical do timo. A celularidade dos tecidos
linféides depende ndo s6 das taxas de recrutamento e saida de células, mas também
dos indices de proliferacdo celular e de morte celular, essa ultima principalmente
decorrente da apoptose. Dados da literatura demonstram que o cortisol induz
apoptose em timdcitos, principalmente nas fases iniciais de desenvolvimento que
acontecem na camada cortical do 6rgdo (Tarcic et al., 1998). E possivel que a
involucdo timica observada em nosso modelo, que acomete principalmente a
camada cortical, seja devido, pelo menos em parte, a elevacdo do cortisol induzida
pelo estresse.

Além do cortisol, as catecolaminas também sdo aumentadas durante o
estresse, 0 que sugere sua participacdo no processo de involucao timica. Além
disso, durante o envelhecimento na fase adulta, paralelamente ao processo de
involugdo timica, ocorre aumento dos niveis timicos de noradrenalina (Cavalloti et al.,
1999), bem como aumento da densidade de fibras noradrenérgicas neste 0rgao
(Madden et al., 1998). Em timos de ratos, fibras noradrenérgicas sdo encontradas
densamente distribuidas na camada subcapsular do cértex e na juncéo cortico-

medular e em menor concentracdo na regido medular (Kendall et al., 1991). Para
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avaliar a participacdo da noradrenalina no processo de involucao timica induzido pelo
estresse de contencao, utilizamos o modelo de adrenalectomia quimica através da 6-
OH-DA. Esta substancia destroi os terminais noradrenérgicos periféricos e interfere
na atividade da tirosina hidroxilase, alterando a sintese de dopamina (Asada Kubota
et al., 1995). Em roedores, a 6-OH-DA ¢ utilizada para investigar a interacdo entre 0s
sistemas nervoso e imune (Madden et al., 1991; Kruszewska et al., 1995).

Em nosso trabalho, o pré-tratamento dos camundongos com 6-OH-DA néo
inibiu a involucdo timica induzida pelo estresse. Ao contrario, analises histolégicas
revelaram que a 6-OH-DA intensificou a involucdo timica, além de alterar
significativamente a distribuicdo de células nas regifes cortical e medular do érgao.
Kendal et al. (1991) observaram em ratos normais tratados com 6-OH-DA, alteractes
no timo como diminuicdo da celularidade, aumento da taxa de apoptose e aumento
no numero de células proliferativas no cortex. Em conjunto, as nossas observacdes
e os dados da literatura indicam um papel essencial para a inervacado simpatica na
manutencdo da fisiologia e arquitetura timica, mas nao suportam um papel para a
noradrenalina como mediador Unico da involug¢ado timica induzida pelo estresse de
contencao.

Uma outra explicacdo para a involucdo timica induzida pelo estresse seria
uma diminui¢do na taxa de linfcitos imaturos (pré-timocitos) provenientes da medula
0ssea para o timo. Tal fendbmeno poderia ocorrer tanto por um comprometimento do
processo de diferenciacdo da linhagem linféide na medula, como por uma deficiéncia
no processo de migracdo de pré-timocitos para o timo. A circulacdo de células da
linhagem linféide envolve a expressdo ordenada e diferenciada de moléculas de
adeséo pelas células em diferentes estagios de maturacédo e ativacdo, bem como a
producdo de fatores quimiotaticos, a producdo de citocinas e a expressdo dos
ligantes nas células endoteliais de diferentes 6rgéaos. Varios trabalhos demonstram
alteracbes nessa dindmica decorrentes do estresse agudo em modelos
experimentais (Dhabhar et al., 1995; Bauer et al., 2001), mas n&do encontramos
estudos na literatura que tenham avaliado a taxa de migracdo de pré-timdcitos do

timo para a medula.
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Com o objetivo de aprofundar nossas investigacdes sobre a involucao timica
induzida pelo estresse cronico de contencdo, analisamos, por citometria de fluxo, o
fendtipo dos timécitos em diferenciagdo. Observamos aumento da percentagem de
timocitos CD3" e diminuicdo da frequéncia de células CD3". Esses dados, de uma
certa forma, contradizem a andlise histoldégica que mostra uma reducdo mais
significativa da camada cortical do timo, onde sdo encontradas as células nos
estagios iniciais de diferenciacéo (timocitos CD3"). E possivel que a distribuicdo de
células CD3 e CD3" no timo do animal submetido a estresse ndo corresponda
aguela encontrada no animal normal, fato que poderia ser investigado através de
andlises imunohistoquimicas. Neste caso, linfocitos em estagios iniciais de
diferenciacdo poderiam estar migrando para a regido medular do timo e até saindo
desse 6rgao ndo completamente diferenciados.

Dominguez-Gerpe e Rey-Méndez (2001) relataram resultados de estudo sobre
a involucdo timica em camundongos C57BL/6 submetidos a estresse cronico de
contencdo por 14 dias. Esses autores observaram uma diminui¢do da frequéncia de
células CD3’, ao contrario do observado em nosso modelo. Esta diferenca poderia
ser explicada pelo tempo de estresse entre os dois modelos. Como ja mencionado
anteriormente, a resposta ao estresse depende da idade do animal, do periodo do
dia em que o animal é submetido ao agente estressor e ainda do tempo de estresse.
No trabalho mencionado acima ndo foram analisadas alteragbes epecificas de
timdcitos CD3 ou CD3" em estagios distintos de diferenciagao.

Os timocitos CD3™ passam por, pelo menos, quatro estagios de diferenciacao,
definidos pela expresséo de CD44 e CD25. Observamos aumento da frequéncia das
células pr6-T1 (CD3'CD44°CD25) e pr6-T2 (CD3'CD44°CD25%) e diminuicdo das
células pro-T3 (CD3CD44CD25%) e pr6-T4 (CD3'CD44°CD25), revelando que o
estresse de contencdo compromete especificamente eventos importantes para a
diferenciacdo de pro-T2 para pro-T3. Considerando que as etapas de diferenciacao
no timo séo reguladas pela ativacao diferencial de fatores de transcri¢cdo (Rothenberg
et al., 2005), tais como Notch, GATA 3, fatores de transcricdo da familia Runx, da
familia Ikaros, protooncogene c-Myb, dentre outros, € possivel que as alteracdes

neuro-enddcrinas decorrentes do estresse afetem, de forma diferenciada, a ativacao
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ou a inibicao de distintos fatores de transcricdo, o que explicaria a alteracao
observada.

Com o objetivo de avaliar as fases mais tardias do processo de diferenciacao
de timdcitos, utilizamos a tripla marcacao para as glicoproteinas CD3, CD4 e CD8.
Trabalhos relatados na literatura mostram que na parte mais externa do cortex, 0os
timocitos duplo-negativos (CD4°CD8) proliferam e comegam o processo de
recombinacdo somética aleatéria dos genes do TCR, levando a expressao do pre-
TCR, juntamente com o0s co-receptores CD4 e CD8 (Killeen et al., 1998). Em
seguida, expressam as duas cadeias do TCR, sofrem os processos de selecdo
positiva e negativa e tornam-se células maduras de positividade Ginica (CD4"CD8 ou
CD4'CD8") (Janeway et al., 2002).

Em nosso trabalho, observamos nos camundongos submetidos ao estresse
cronico de contencdo uma diminuicdo significativa das células duplo-negativas e
aumento na porcentagem das células duplo-positivas. Observamos, ainda, aumento
da porcentagem de células CD8'CD4’, e diminui¢do na frequéncia da subpopulacio
CD4"CD8'. Nossos dados sugerem que o estresse cronico de contencéo afeta ndo
s6 os estagios iniciais de diferenciacdo dos timécitos, mas também os estagios
tardios desse processo. E importante ressaltar que o processo de selecdo negativa
dos timdcitos ocorre nos estagios tardios de diferenciacdo. Nesse processo de
selecdo, timdécitos cujos TCR se ligam com grande avidez a peptideos proprios,
apresentados pelas células apresentadoras de antigenos timicas, sdo eliminados
através da apoptose (Janeway et al., 2002). Dessa forma, € possivel que o estresse
cronico de contencdo possa alterar o processo de selecao de timécitos, permitindo a
sobrevivéncia e saida de células auto-reativas, levando a perda da tolerancia central,
0 que favoreceria o surgimento de doencas auto-imunes. Na literatura, diversos
trabalhos tém demonstrado relacdo entre estresse e desenvolvimento de doencas
auto-imunes (Sternenberg, 2001; Elenkov et al., 2002).

A reducéo de linfocitos CD3"'CD4'CD8™ no timo de camundongos submetidos
a estresse cronico poderia ser explicada por comprometimento do processo de
diferenciacéo, elevacao da taxa de apoptose ou ainda aumento na liberacdo dessa

subpopulacéo para os érgaos linfoides periféricos. Para avaliacdo do sistema linféide
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periférico, utilizamos o baco. A analise do fendtipo dos linfocitos T deste 6rgéo
revelou diminuicdo de linfocitos CD3"CD4'CD8’, mostrando que a Ultima hipbtese
levantada acima ndo pode ser considerada para explicar a diminuicdo dessa
subpopulacéo no timo.

A diminuicdo de linfécitos T CD4" no bago dos animais submetidos a estresse
poderia levar a uma deficiéncia secundaria de linfocitos B, dada a importancia
daqueles no processo de ativacdo de células B. Nao podemos confirmar esta
hipétese, mas nossos dados sugerem que iSso possa realmente estar acontecendo.
Andlises por citometria de fluxo do baco dos animais submetidos a estresse
mostraram que, no gate de linfocitos, a porcentagem de linfécitos T aumentou,
sugerindo diminuicdo da frequéncia de linfocitos B.

E interessante notar as semelhancas entre as alteracdes observadas no baco
e no timo. Observamos, no baco de animais submetidos ao estresse, reducdo da
populagdo CD3'CD4'CD8 e aumento da freqiiéncia de linfocitos CD3*CD4 CD8".
Além disso, observamos presenca significativa de linfocitos CD3"'CD4"CD8", ou seja,
com fendtipo de células imaturas. E possivel que estas alteragdes possam repercutir
na alteracdo da montagem de respostas imunes. Embora ndo tenhamos avaliado
neste trabalho distdrbios nos mecanismos efetores das respostas imunes em
camundongos submetidos ao estresse, varios trabalhos na literatura apontam para
uma associacdo entre estresse cronico e desenvolvimento de doencas de base
imunolégica, como doencas auto-imunes e doencas infecciosas.

Alternativamente, as células imaturas observadas no baco, poderiam originar-
se de outras vias extra-timicas de diferenciacdo de linfocitos T, que ocorrem
principalmente no figado e no intestino. De acordo com Abo (2001), é possivel que,
paralelamente ao processo de atrofia timica induzida pelo estresse ou pelo
envelhecimento, o processo de diferenciacdo de linfocitos T extra-timicos seja
estimulado.

Ao compararmos nossos resultados aqueles obtidos em modelos
experimentais de estresse agudo, podemos observar algumas diferencas. Pruett et
al. (2000), utilizando camundongos BALB/c em modelo de estresse de contencdo

agudo, observaram atrofia acentuada do timo, com diminuicdo do numero total de
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células. No timo e no baco, o estresse afetou levemente a propor¢cdo das
subpopulacdes de linfocitos, muito embora ambos tenham demonstrado dréastica
reducdo no numero total destas células. Houve significativa reducdo do namero de
células CD4"CD8", ligeiro decréscimo de células CD4'CD8 e nenhuma alteragédo na
subpopulacédo celular CD8'CD4 . Os autores atribuem as observacées acima tanto a
elevacdo no indice de apoptose, como ao aumento da taxa de liberacdo de células
para a corrente sangiinea. Resultados semelhantes foram obtidos por Padgett et al.
(1998). Em nosso trabalho, observamos aumento das células CD4°'CD8*, enquanto
esses autores observaram reducdo. Vimos diminuicdo das células CD4°CD8 da
mesma forma que os autores acima citados e aumento das células CD4CDS8",
diferente desses autores. Fato € que, tanto no estresse agudo como no estresse
crénico houve um comprometimento do processo de diferenciagao celular, com uma
diminuicdo do fenotipo das células CD4'CDS'.

E importante ressaltar a existéncia de semelhancas imunoldgicas entre o
estresse cronico e o processo de envelhecimento. O processo de envelhecimento
depende também dos fatores bioldgico, psiquico e social. Acredita-se que a
somatdria de eventos de estresse, quebrando a homeostase, seja um dos
mecanismos responsaveis pelas alteragcbes imunoldogicas associadas ao
envelhecimento. Uma das consequéncias do envelhecimento é a atrofia timica. O
timo sofre uma diminuicdo progressiva de tamanho devido a alteragbes anatdomicas
associadas a perda de células epiteliais timicas e reducédo da timopoiese (Bauer et
al., 2005). Aspinal et al. (1997) mostraram que, em camundongos idosos, ocorre uma
reducdo na populacdo de timdcitos pro-T3, demonstrando um comprometimento no
processo de diferenciacdo de pro-T2 para pro-T3. Interessantemente, o mesmo foi
observado no nosso modelo de estresse cronico. A diminuicdo da diferenciacéo de
novas ceélulas T resulta num menor numero de células T virgens circulantes,
prejudicando a imunidade mediada por células. Assim, um menor numero de
linfocitos T é ativado, reduzindo a ativacao de linfécitos B e a produgéo de anticorpos
(Aspinal et al., 2003). Bauer et al. (2005) relataram diminuicdo do numero de
linfécitos B no sangue e acumulo de auto-anticorpos em humanos. N&o avaliamos

neste trabalho a frequéncia de linfocitos B periféricos, mas nossos dados de aumento
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da frequéncia de células CD3+ no gate de linfocitos e diminui¢cdo dos linfocitos
auxiliares, sugerem que também no estresse cronico, a resposta de linfocitos B
possa estar comprometida.

Por fim, vale a pena lembrar que desde a Grécia antiga até o inicio do século
XX, médicos e pacientes acreditavam que a mente tivesse efeitos sobre a doenca e
isso era levado em consideracdo no tratamento das enfermidades. Com o advento
dos antibioticos, passou-se a ignorar o fato de que as respostas do proprio corpo
pudessem influenciar a suscetibilidade e o desenvolvimento das doencas. O
estresse, hoje, afeta 90% da populacdo mundial, segundo dados da Organizacao
Mundial de Saude. Nossos dados aqui apresentados suportam a hipétese de que o
estresse € capaz de causar alteragcdes significativas no processo de diferenciagéo de
células T no timo e levar a alteragcbes em orgdos periféricos. Determinamos as
etapas de diferenciacdo mais comprometidas pelo estresse cronico de contencéo e
acreditamos que essas informacdes possam servir como referéncia para estudos
moleculares futuros acerca dos mecanismos responsaveis por tais alteracfes. Além
disso, para a melhor compreenséo dos efeitos do estresse no sistema imunoldgico, é
importante que sejam avaliadas ainda neste modelo, alteragbes nos mecanismos
efetores das respostas imunes. Isto devera ser efetivado através da analise da
producdo de citocinas, da expressdo de moléculas de adesdo, de moléculas co-
estimulatérias e de marcadores de ativacdo celular em diferentes compartimentos

teciduais.



6. CONCLUSOES

O estresse cronico de contencdo em camundongos BALB/c induz involucdo
timica, o que pode ser observado pela diminuicdo do peso e da celularidade do
orgao, além de diminuicdo da camada cortical.

No processo de diferenciacdo de timocitos, as etapas mais comprometidas
sdo aquelas correspondentes a diferenciacdo de pr6-T2 para pro-T3 e no
desenvolvimento final de linfocitos T CD3"CD4'CD8". Alteracbes semelhantes s&o
observadas no baco, sugerindo serem estas uma repercussao do processo de
involugéao timica.

A simpatectomia quimica com 6-hidroxi-dopamina néo inibiu a involugéo timica
induzida pelo estresse cronico de contencdo, ndo suportando um papel para a

noradrenalina como mediador desse processo.
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