ZULEIDE MARIA IGNACIO

EFEITOS DO ESTRESSE PSICOSSOCIAL SOBRE A
RESPOSTA IMUNE HUMORAL E A CORRELACAO
COM O ESTADO DE ANSIEDADE EM
CAMUNDONGOS

Florian(’)polis'
1999



ZULEIDE MARIA IGNACIO

EFEITOS DO ESTRESSE PSICOSSOCIAL SOBRE A
RESPOSTA IMUNE HUMORAL E A CORRELACAO
COM O ESTADO DE ANSIEDADE EM
CAMUNDONGOS

Dissertagdo apresentada como requisito
parcial para a obtengdo do grau de
Mestre.

Curso de Pés Graduagdo em
Neurociéncias, Centro de Ciéncias
Biolégicas, Universidade Federal de
Santa Catarina.

Orientador: Prof. Dr. Odival Cesar
Gasparotto ‘

Florianopolis
1999



“EFEITOS DO ESTRESSE PSICOSSOCIAL SOBRE A RESPOSTA IMUNE
HUMORAL E A CORRELAGAO COM O ESTADO DE ANSIEDADE EM
CAMUNDONGOS”

ZULEIDE MARIA IGNACIO

Esta dissertagdo foi julgada adequada para a obtengdo do titulo de
MESTRE EM NEUROCIENCIAS E COMPORTAMENTO

na area de Neurofisiologia e Comportamento Aprovada em sua forma final
pelo Programa de Pos-Graduagdo em Neurociéncias ¢ Comportamento.

‘Orientador
Odi\;al Cezar Gasparotto
Coordenador do Curso
N \ i
Nels\&Hbraclo fabﬂan
Banca Examinadora
= ]

Odival Cezar Gasparotto (Presidente)

%M/O/ // /////}’“////“x/

J /S Paulo Nogueira

e

Moacir Serralvo Farias

Sénia Gongalves Carobrez



"Se cada dia cai dentro de cada wocte.

hd wm pogo oude a claridade estd fresa.

Fa gue sentan-se ua beina do pocoe da sombra
e pescan buy caida com paciéncia.”

(Pable Nerudal



ALCEU

Obnézada pelo amon, nespeito e incentive,
£01 me emslnan gue cempre ki tempo pana nis €
Obnigada por existin.

EDER e GUILFHERMNE
# dimensdio da amon e a empolyagio pela uida



Hos mews pais, PEDRO e HARIA,

Hos meus trmdos,

acew caninka e etenna gratiddo pele
dncentivo e pelo brillbo oo olloc.,
2 de mews objetivos e

nealizagdes.

pelo apoio e por acneditanem,



AGRADECIMENTOS

Ao Professon ODIUA4L, Orientadon. ﬁe&b aue«;«zgw ror Zer acreditade e geln

A Profecsona SONIA. for saa contrdbuiido cnprescindivel wa orvientacio
deste trabatbo.
A Professona CRISTINA. pele cen desprendiments ¢ Kumdldade. Sua
valizea  oviewlagde e cwa amipade sof estac
A amiga CLADIS, for sua amipade sem grefertoe ¢ limites, pela
| paciwedz ¢ gela capacidade e enoblrecer 2
reatidade.
A améiza RT4 HAutigae emu;a.dw ¢do come obnas eldssicac.
Ao Profescor MOACTR Suas eniticas e cugesties fonam essencials pana a

A teenica e amiza LUCTAHE, mteceamﬁwdéadaemmmpmw



Ao professor CLAUDIO. #ele incentiva, atoio e constante disposicio de
ecolabonan pana o decenvoluimento do trabalio.

Ao técwico CRARLINAOS ¢ aos funcioninios HMALDO e D. VILINA.

#ela senenidade, bumildade ¢ pelo ambicnte

Ae Juncioninio UM LDO VICEVTIE, #ela competencia no acsessonamento ¢ pela

Aoo profecsonce MAUROD, LAURA, HARINO E MARTA,

pela presenga e cugesties.

Aos profecsones CARLOS ZANETTE e ROGERTO GUERRA,

pelas eniticas e sugestice aborndadas wo erame de
ffiecacis.



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos do estresse psicossocial provocado pela
interac@o agonistica recorrente sobre a resposta imune humoral, verificando a possivel correlagdo com
o estado de ansiedade. Camundongos das linhagens Swiss e BALB/c foram utilizados e os protocolos
de interagdo agoristica e inocula¢do do antigeno (hemdcias de carneiro) tiveram por objetivo verificar
a relagdo temporal entre o evento estressante e o estimulo antigénico. Um grupo de interacdo longa
(INL/SW) e um grupo de interacdo curta (INC/SW e INC/BC) foram submetidos a um periodo de
interacdo agonistica de 21 e 14 dias respectivamente. Nos grupos de interagio longa o antigeno foi
inoculado no sétimo e no décimo quarto dia de interagdo, enquanto que nos grupos de INC, o antigeno
foi inoculado no primeiro e no sétimo dia de interagdo. Os animais da linhagem Swiss foram
subdivididos em dois outros grupos, CMS/SW-14 ¢ CMS/SW-21. Estes animais permaneceram na
mesma sala dos animais que interagiram por 14 e 21 dias. O objetivo foi submeté-los aos odores e a
vocalizagdo dos animais interagentes. Como controles, um grupo da linhagem Swiss (CSS/SW) e um
grupo da linhagem BALB/c (CSS/BC) foram alojados individualmente em uma sala separada. Esses
animais foram inoculados e o sangue foi coletado conforme o protocolo dos demais grupos. Nas
sessdes de interacdo agonistica foram caracterizados os dominantes (INL/SW-D, INC/SW-D e
INC/BC-D) e os submissos (INL/SW-S, INC/SW-S e INC/BC-S) de acordo com suas posturas
comportamentais. Um teste de correlagdo foi realizado entre os titulos de anticorpos e os indices de
ansiedade para verificar a interagcdo entre as caracteristicas comportamentais e imunoldgicas. Na
linhagem Swiss os efeitos do estresse de interagdo curta foram evidenciados nos animais submissos,
que apresentaram uma redugdo dos titulos de anticorpos na resposta imune priméria em relacdo aos
animais controles. A resposta secunddria dos animais dominantes aumentou apreciavelmente,
diferindo significativamente daquela dos animais submissos. A interagdo por um periodo mais longo
induziu um aumento na resposta imune humoral primdria, tanto em relagdo aos animais do grupo
controle como em relagéo aqueles que interagiram por um periodo menor. Os subgrupos de interag@o
longa ndo apresentaram diferencas em suas respostas imunolégicas. Na linhagem BALB/c nédo foi
evidenciado diferengas entre os grupos experimentais. A comparagdo com os animais da linhagem
Swiss mostra que os animais BALB/c sem a interferéncia do estresse possuem uma resposta imune
priméria menor. Os testes de ansiedade no labirinto em cruz elevado (Plus-maze) indicaram que os
animais Swiss sdo naturalmente mais ansiosos do que os animais BALB/c. O teste de correlagio indica
uma tendéncia de aumento da resposta imune humoral nos animais mais ansiosos dominantes € uma
diminui¢do nos submissos mais ansiosos. A observagdo dos animais do grupo CMS indica que o
estresse psicossocial sem a agressdo fisica direta induz alteragdes semelhantes aquelas produzidas nos

animais interagentes, reforcando a influencia de estruturas centrais sobre a atividade imunolégica.



ABSTRACT

The objective of this work as to analyze the effects of the psychosocial stress caused by the
recurring agonistic interaction on the humoral immune response, verifying the possible correlation
“with the anxiety state. Mice of Swiss and BALB/c strains were used, and the protocols of agpnistic
interaction and’ antigen inoculation (sheep red blood cells) aimed to verify the temporal relation
between the stressing event and the antigenic stimulation. A group of long interaction (LIN/SW) and a
group of short interaction (SIN/SW and SIN/BC) were submitted to an agonistic interaction period of
21 and 14 days respectively. In the long-interaction group the antigen was inoculated on the seventh
and on the fourteenth day of interaction, while in the SIN groups the antigen was inoculated on the
first and the seventh day of interaction. The subjects of the Swiss strains were subdivided into two
other groups, SRC/SW-14 and SRC/SW-21 (same room controls). These subjects remained in the
same room of de subjects which interacted for 14 and 21 days. The object was to submit to the odours
and to the vocalization of the interacting subjects. As controls, a group of the Swiss strain, DRC/SW
(different room control) and a group of BALB/c strain (DRC/BC) were housed individually in a
separate room. These subjects were inoculated and the blood was collected accordingly to the protocol
of the other groups. In the session of the agonistic interaction, the subjects were characterized in
dominating (LIN/SW-D, SIN/SW-D and SIN/BC-D) and submissive (LIN/SW-S, SIN/SW-S and
SIN/BC-S) accordingly with their behavioral posture. A correlation test was carried out between the
titers of antibodies and the rates of anxiety to check the interaction between the behavioral and
immunological characteristics. In the Swiss strain the effects of short-interaction stress were shown up
in the submissive subjects, which presented a reduction of the antibodies titers in the primary immune.
response in relation to the control subjects. The secondary response of the dominating subjects
increased expressively, differing significantly from that of the submissive ones. The long interaction
induced a increase in the primary humoral immune response, as much in relation to the control group
subjects as in relation to those which interacted for a shorter time. The subgroups of long interaction
did not present differences in their immunological responses. In the BALB/c strain there were no
differences among the experimental groups. The comparison with the subjects of the Swiss strain
shows that the BALB/c ones without the stress interference have a smaller primary immune response.
The anxiety tests in the plus-maze indicated that the Swiss mice are naturally more anxious than the
BALB/c. The correlation test indicates that the humoral immune response in more anxious dominating
subjects has a tendency to increase, while in the more anxious submissive subjects this response
decreases. The observation of the SRC group subjects shows that the psychosocial stress, without
direct physical aggression, induce changes similar to those produced in the interacting subjects,

reinforcing the influence of central structures on the immunological activities.
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1- INTRODUCAO

Os sistemas ativados pelo estresse formam uma rede fisioldgica altamente reativa e
flexivel qﬁe socorre € coordena o equilibrio dindmico do organismo. A resposta a0 estresse
envolve uma macjuinaria central bastante corhplexa, cujo processamento pode ser ativo,
conduzindo informacdes a periferia do organismo. Estruturas centrais também podem ser
ativadas por sistemas periféricos, constituindo uma rede de informacgbes entre o sistema
nervoso central e os demais sistemas orgénicos. Os inimeros experimentos visando o estudo
do inter-relacionamento dos sistemas neural, endécrino e imune comprovam que existe uma
intima ligacdo funcional entre eles, cujo resultado € relevante para o equilibrio homeostatico.
As condigdes adversas atuando sobre o ambiente mental e fisiolégico tém a fungdo de
interferir no inter-relacionamento funcional desses sistemas, alterando a homeostasia. As
pesquisas apontam na dire¢ao de que os estressores ou seus efeitos psicoldgicos contribuem
para provocar ou potencializar doencas, tais como, altera¢cGes imunoldgicas, neoplasias,
doencas cardiovasculares, distirbios psicossométicos como por exemplo, a ansiedade e a

depressao.

Uma série de estudos realizados na espécie humana e em animais de laboratério, vém
apontando diversas alteracdes na fungdo imunolégica, como conseqiiéncia da exposi¢do a
situagdes estressantes ou a caracteristicas de um quadro de depressdo psicoldgica. Eventos
rotineiramente vivenciados pela populagdo, como a morte de um membro da familia, sdo
considerados como estimulos altamente estressantes ¢ podem estar relacionados com a
manifestacdo de um quadro de depressdo e um aumento na morbidade e mortalidade em uma

variedade de doengas (Helsing et al., 1981; Mor et al., 1986). Individuos do sexo masculino,



- diagnosticados como pacientes portadores de depressdo maior ou individuos submetidos a
eventos altamente estressantes, como a perda de um amigo intimo ou a doencga do cOnjuge,
apresentaram uma significativa reducio da étividade das células NK (Natural Killer), quando
comparada com a resposta obtida em individuos sadios ou que nfo passaram por episddios
estressanteé (Irwin et al., 1990). Em individuos na fase de exame académico foi mostrado um
aumento de células B ¢ T, redugdo da sintese de anticorpos “in vitro” e baixa resposta
linfoproliferativa a mitégenos, duas semanas antes dos exames. Essas respostas foram
normalizadas duas semanas apds o0s exames. Surpreendentemente, as medidas de cortisol
plasmético foram significativamente menores nos individuos estressados do que nos
individuos controles (Dorian et al., 1982). Glaser et al. (1985a) observaram em académicos
durante a fase dos exames uma redugio significativa nas percentagens de linfécitos, células
auxiliadoras e supressoras € uma redu¢do na resposta préliferativa de linfécitos T induzida por
mitégenos, quando comparadas aos niveis basais dos mesmos individuos, seis semanas antes
dos exames. Glaser et al. (1985b) observaram altos titulos de anticorpos péra herpesviroses
latentes, o virus da herpes simples do tipo 1 (HSV-1), virus Epstein-Barr (EBV) e

citomegalovirus (CMV), em individuos submetidos a exames académicos.

. Em um estudo com individuos que vivenciaram ﬁm processo de separagdo ou divércio
foram observados altos titulos de anticorpos contra o EBV e o HSV-1 (Kiekolt-Glaser et al,
1988). Estes altos titulos de anticorpos para viroses latentes poderiam estar relacionados a
uma falha na ativagdo de uma resposta imune mediada por célula. Esta falha da resposta
imune celular seria respbnsaivel por um aumento nos antigenos virais e refletiria sobre a
resposta imune humoral. Segundo os autores acima, a atividade de uma linfocina considerada
como um fator de inibi¢do da migra¢do de leucdcitos foi elevada durante a recrudescéncia da

infeccdo do virus da herpes simples tipo 2 observada em individuos na fase de exames



académicos, enquanto que sua atividade normal deveria ser suprimida. O aumento na
atividade dessa linfocina poderia entfio justificar as falhas da resposta imune mediada por

células, diante dos eventos estressantes.

No plasma de camundongos machos da linhagem'CD-l submetidos a sessdes de
eletrochoques nas patas foram observadés titulos de a‘ntic~:ovrp<.)s anti-hemécia de carneiro
significativamente menores e redugo de células formadoras de placas no bago (Zalcman et
al., 1991). Estas respostas foram dependentes da idade e do tempo da aplicagcdo do antigeno
em relagdo ao estimulo estressante. Cocke et al. (1993) observaram que a exposicdo de
camundongos aos odores emitidos por outros camundongos submetidos ao estresse através de
eletrochoques nas patas diminuiu a producdo de interleucina-2, estimulada pela Concavalina-
A (ConA), reduziu a resposta das células NK e aumentou os titulos de anticorpos IgM e IgG
anti-KLH (Keyhole limpet hemocianin), uma proteina extraida de um caracol ndo comestivel

de origem da costa sul da Califérnia.

Os eventos estressantes atuam acionando mecanismos sistémicos de forma e
intensidade variadas, dependendo da natureza e intensidade do estressor, da idade do
individuo submétido ao estresse, da espécie, linhagem ou raga. Esses mesmos fatores sio
relevantes para o processamento da resposta imune. Brenner & Moynihan (1997) observaram
alteracdes diferenciadas entre as respostas acionadas por estimulos de vias diferentes do
sistema imune, as quais também variaram entre animais estressados e controles e entre
diferentes linhagens. No experimento realizado por Brenner e Moynihan, o estresse induzido
por eletrochoques nas patas de camundongos das linhagens BALB/c e C57BV/6, reduziu a
sintese de interleucina 2 (IL-2) estimulada pelo virus HSV-1. A sintese de IL-4 foi reduzida

nos grupos estressados da linhagem BALB/c e em todos os animais da linhagem C57Bl/6. Na



linhagem BALBY/c, a sintese de IL-2 e IL-4 foi maior que na linhagem C57Bl/6. A contagem
de células T CD4 e CD8 também variou em relagdo ao estresse e a linhagem.
Surpreendentemente, o estresse provocou um aumento da produgﬁol de IgM anti-HSV-1 nas
duas linhagens. A experiéncia pregressa e a habilidade individual para lidar com o estressor
também sdo fundamentais no processamento da resposta ‘ﬁsiolc’)gica diante de um estressor.
Kirschbaum et al. (1995) verificaram que em ﬁm grupo de homens sauddveis, um tergo do
grupo manteve a liberagdo de cortisol salivar alta em resposta a tarefas estressantes de falar
em publico, repetidas durante cinco dias, enquanto que em dois ter¢os do grupo, a liberagdo
voltou aos niveis basais no segundo dia de exposigdo a tarefas estressantes. A persisténcia do
aumento da liberag@o de cortisol durante os cinco dias foi significativamente correlacionada

com os tragcos de personalidade de inseguranca e baixa auto estima.

Fatores genéticos podem contribuir significativamente para a expressdo de alteragdes
comp'ortamentais e neuroquimicas eliciadas por estressores (Shanks et al., 1988). Shanks et
al. (1990) \}eriﬁcaram alteragdes diferenciada‘s nos niveis de corticosterdides plasmaéticos,
entre vérias linhagens de camundo.ngos,. apls sessoes de eletrochoques incontroldveis nas

patas.

A resposta fisiolégica pode ser direcionada especificamente a um estimulo estressante
ou ser generalizada, quando o estressor ultrapassa o limite da resposta especifica. As
variagBes de respostas, induzidas pela magnitude e duragdo do estressor, podem levar a um
desequilibrio homeostético, por alterar o sistema de retroalimentacdo de algum ramo da
maquinaria fisiolGgica. Na depressdo melancélica os sintomas sdo: ansiedade, produzida por
um alerta geral do organismo; supressio do comportamento ingestivo e da libido;

redirecionamento da energia, com sintomas de taquicardia e hipertensdo. A disforia que



acompanha esta condicdo pode representar uma resposta a um estressor incontroldvel e pode
ser devida a taquifilaxia do sistema mesocorticolimbico & ativagdo organica pelo estresse
(Stratakis & Chrousos, 1995). Segundo estes autores, a ativagdo crdnica do eixo hipotdlamo-
hipéfise-adrenal (HPA) foi mostrada em muitas condi¢des, como anorexia nervosa, ansiedade

pénica, desordens compulsivas obsessivas, alcoolismo ativo cronico, supressio ou retirada do

dlcool e narcéticos, exercicios excessivos, desnutricdo e em mulheres vitimas de abuso sexual.

1.1 - Interconexoes Funcionais em Resposta aos Estimulos Estressantes

A rede funcional ativada durante um evento estressante envolve estruturas centrais
responsaveis pelo processo adaptativo, como as dreas que formam e aquelas que sdo reguladas
pelo sistema limbico. Essas estruturas também sdo ativadas direta ou indiretamente por
sistemas periféricos, constituindo uma rede bidirecional entre o sistema nervoso € outros

sistemas organicos.

Os neurdnios do nucleo paraventricular do hipotdlamo (NPV) sintetizam o hormonio
liberador da corticotropina (CRH), vasopressina{ arginina (AVP) e outros fatores de liberagio
hipotaldmicos, os quais dirigem-se até a hip6fise anterior através do sistema porta-hipofisério
e estimulam a secrecdo e liberacdo do hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH). Por sua vez, o
ACTH estimula o cértex adrenal a sintetizar glicocorticéide, cuja acdo bastante generalizada
por todo o organismo interfere no metabolismo e nas rea¢des inflamatéria e imunolégica. O
CRH ¢ a principal molécula que estimula a sintese de ACTH. O AVP parece potencializar os

efeitos do CRH, mas sozinho n3o mostrou ser muito efetivo na estimulagdo do ACTH.



Trabalhando com ratos submetidos ao estresse social e neﬁtralizando o CRH plasmdtico
.através do método de imunoneutralizag@o periférica, Pich et al. (1993) ndo obtiveram uma
resposta efetiva do AVP na estimulagdio do ACTH. Com estes resultados, estes autores
sugeriram a participagdo do AVP como um modulador dos efeitos do CRH para algumas

respostas ao estresse, mas nio para todas.

As vias catecolaminérgicas do tronco cerebral sdo aferentes ao NPV (Sawchenko et
al., 1988; Sawchenko et al., 1990, apud Cullinan et al., 1995). O nicleo do trato solitdrio
serve como um relé, levando as informacgdes, via nervos vago e glossofaringeo, como
também, projecSes ndo aminérgicas ao NPV e a vdrios outros nicleos, como 0s grupos
celulares A1 e Cl e os grupos parabraquiais laterais, que por sua vez inervam o NPV
(Norgren, 1980; Saper et al., 1980; Hancock, 1988, apud Cullinan et al., 1995). Projecdes
serotonérgicas ao NPV parecem partir dos grupos celulares B7 a B9 do tronco cerebrai
(Sawchenko et al., 1983, apud Cullinan et al., 1995). Aferéncias partindo do mesencéfalo e
da ponte forém descritas e caracterizadas como relés de informagdes sensoriais a0s neurdnios

NPV (Levin et al., 1987, apud Cullinan et al., 1995).

Estruturas limbicas, tais como o hipocampo, cértex pré-frontal medial, septo e
amigdéla foram descritas como estruturas que influenciam a atividade do HPA (Matheson et
al., 1971; DuPont et al., 1972; Redgate & Fahringer, 1973; Seggie et al., 1973; Wilson et al.,
1980; Feldman & Conforti, 1981; Dunn & Orr, 1984; Dunn & Whitener, 1986; Beaulieu et
al., 1986; Saphier & Feldman, 1987; Seggie, 1987; Herman et al., 1989; Sapolsky et al.,
1989; Van de Kar et al., 1991; Herman et al., 1992; Diorio et al., 1993, apud Cullinan et al., .
1995). A destruicdo de estruturas limbicas como o hipocampo, férnix dorsal e septum

potencializou a hipersecregio do ACTH em ratos adrenalectomizados, enquanto que a



destrui¢io da amigdala preveniu a hipersecre¢do induzida pela adrenalectomia, sugerindo uma
importante fun¢do modulatéria dessas estruturas sobre 0 hipotdlamo (Feldman et al., 1995) A
ativacdo do eixo HPA por essas estruturas, mediadas por estressores, parece funcionar através
de um relé neuronal, cuja regido parece ser o nucleo leito da estria terminal (Swanson &
Cowan, 1977; Krettek & Price, 1978; Swanson & Cowan, 1979; Weller & Smith, 1982;
Sawchenko & Swanson, 1983; Swanson, Sawchenko & Lind, 1986; , apud Cullinan et al.,
1995). Regides hipotalamicas foram descritas como regides que t€ém aferéncias para o NPV.
Foi sugérido a modulacdo dos neurdnios hipofisiotréficos do NPV pelo GABA, opidides e

substéncia P, através das terminagdes hipotaldmicas mencionadas (Cullinan et al., 1995).

O loco certileo tem receptores para o CRH, os quais, quando estimulados causarh a
liberagio de norepinefrina. Esta, por sua vez ativa o sistema noradrenérgico central e
adrenérgico periférico, causando a liberagdo de epinefrina pela medula adrenal e
norepinefrina a partir de sitios periféricos, incluindo a inervag@o noradrenérgica direta de
6rgdos do siétema imune. Felten et al. (1987), apud Maier et al. (1994), demonstraram que o
sistema nervoso simpatico inerva éfgéos imunes, como o timo, é medula éssea, o bago e os
linfonodos. Os érgdos e células imunologicamente competentes contém receptores para as
catecolaminas liberadas pelo sistema nervoso simpético. As regides de contato dos terminais
dos nervos simpaticos nos 6rgdos imunes fazem contato com os préprios linfécitos e

apresentam caracteristicas ultraestruturais de contato sindptico (Felten & Felten, 1991).

Os 6rgdos do sistema imune contribuem para. processo bidirecional, respondendo aos
estimulos origindrios do sistema nervoso central ou enviando mensageiros quimicos liberados
através do seu mecanismo fisiolégico natural e assim, participando de um sistema de

retroalimenta¢do. As pesquisas tem sugerido que a interleucina 1 (IL-1) atua formando um



sistema de retroalimentaco negativa para o controle de sua liberagdo. De acordé com Black,
(1994); De kloet er al. (1994), apud Heninger (1995), a IL-1 estimula a liberacio do CRH e
consequentemente do cortisol, que por sua vez pode alterar a atividade imunoldgica,
reduzindo os niveis de citocinas. Em um experimento com macacos Rhesus foi verificado que
a IL-1a estimulou a Iiberagﬁo do CRH no hipotdlamo, cuja concentragio permaneceu elevada
no liquido cerebroespinhal, até seis horas apés é liberagdo. Este tempo foi o mesmo verificado
para os niveis elevados de ACTH plasmatico, conforme verificado em outros experimentos

(Xia et al., 1996).

1.2 - Estresse Social

Uma forma de estresse que atinge a espécie humana em uma extensdo relevante, o
estresse social, vem recebendo grande dedicagdo dos pesquisadores. Observagdes clinicas e
modelos experimentais em animais, que tentam simular o estresse social humano t€m sido
utilizadas, na tentativa de conhecer quais 0s mecanismos acionados pelo estresse que

interferem na homeostase fisiolégica.

As estruturas centrais de vertebrados, como a amigdala e substincia cinzenta
periaquedutal dorsal, envolvidos na detec¢do do perigo e na produgfio de respostas de defesa,
foram apontados em estudos recentes como partes de sistemas que apresentam semelhanga
muito forte com os da espécie humana. S3o sistemas fortemente conservados na evolugédo e
por isso suas caracteristicas apresentadas como respostas de defesa podem ser comparadas

com as da espécie humana (Depaulis & Bandler, 1991; Davis, 1992; LeDoux, 1995, apud



Rodgers et al., 1997).

1

fCondigdes sociais estdveis sdo aspectos importantes para um bom processamento
psicofisiolégico. No contexto em que possa existir uma ameaga a existéncia ou ao sucesso
individual, a interagdo socialvparece interferir no organismo como um estimulo estressante.,
Em diversas situagdes, O isolarﬁentb social parece traduzir-se em um certo grau de seguranga,
refletindo em maior equilibrio de algumas fung¢des orgénicas. Porém, alteracdes nas cbndigées
de alojamenfo, separando animais de seus grupos estdveis e alojando-os individual'mente,
parecem refletir no organismo como estimulos éstressantes, ativando sistemas relacionados a
ansiedade e interferindo na resposta imune. Shanks et al. (1994) observaram em
camundongos da linhagem CD-1, que os animais alojados individualmente responderam
diferencialmente & hemécia de carneiro, em fungdo do tempo em que estavam separados de
suas coldnias. O alojamento individual por 5 e 10 dias provocou uma redugo significativa
nos titﬁlos de anticorpos em relacdo aos animais alojados em grupos e aos animais alojados
individualménte por 25 ou 30 dias. A redugdo da resposta imunolégica nos animais alojados
individualmente por 5 dias foi restabelecida aos niveis dos animais agrupados -ou individuais
de 25 e 30 dias, com a administragdo devdiaz‘epam, uma droga ansiolitica, durante os 5 dias
antes € os 4 dias apés a inoculagdo do antigeno. Os resultados obtidos por esses autores
sugerem que os animais alojados individualmente por um periodo mais longo j4 estariam
estabilizados naquele ambiente e, portanto, a situagdo ambiental ndo estaria influenciando os
sistemas ativados pelo estresse. Por outro lado, em experimentos nos quais os animais s3o
alojados individualmente logo ap6s o desmame, algumas respostas imunoldgicas sdo
aumentadas em relagdo aos animais alojados em grupos. De acordo com os resultados obtidos
por Karp et al. (1993), em camundongos da linhagem C57Bl/6 alojados individualmente logo

apds o desmame foi observado uma maior produgdo de anticorpos IgM e IgG anti-KLH na
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resposta imune secunddria, quando comparados aos camundongos da mesma linhagem
alojados em grupos de 6 ou 12 animais. Na linhagem BALB/c, os mesmos autores
observaram produgdo de IgM anti-KLH significativamente maior nos animais alojados .
individualmente, em comparacdo com os animais alojados em grupos de 4, 6 ou 12. Karp et
al. (1997) verificaram aumento’de algumas, mas ndo de todas as respostas imunes testadas
com o virus HSV-1 (Patton virus) em cafnundongos da linhagem BALB/C alojados
individualmente, quando comparadas as respbstas de animais alojados em grupos de 4
camundongos por caixa. Em animais alojados individualmente, a proliferacdo de células do
bago foi maior e a produgdo de IL-2 e Interferon-y (IFN-y) por células do baco aumentou
depois de 24 horas de incubagfio com o virus HSV-1 inativado. Com um periodo de incubagio
de 48 e 72 horas a produgdo de IL-2 e IFN-y ndo diferiu entre animais alojados
individualmente ou em grupos. A sintese de IL-10 foi maior em camundongos alojados
individualmente, nos perfodos de 24, 48 e 72 horas de inpubagﬁo. Nas células dos ndédulos
linféides popliteéis, a produgdo das citocinas acima ndo foi diferente entre as condi¢Ges de

alojamento.

Em ambientes naturais, os mecanismos de defesas dentro de cada espécie sio
utilizados para enfrentar as variagdes ambientais, desenvolvendo uma fun¢io importante para
a estabilidade dos grupos sociais. Contudo, uma falha nesses mecanismos pode levar a vérias

patologias desencadeadas pelos sistemas ativados pelo estresse (Koolhaas et al., 1997).

Segundo Blanchard & Blanchard (1990), comportamentos agonisticos nos mamiferos
sdo mais acentuados que em outras classes de animais e o conceito de dominéncia tornou-se o

maior foco para os estudos das diferengas comportamentais entre os individuos envolvidos em
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uma interacdo agonistica. Para ratos selvagens e de laboratério a dominincia a partir do

comportamento agonistico é bem caracterizada, segura e relativamente consistente.

A submissio € uma condi¢do social que envolve caracteristicas psicolégicas,h
comportamentais e fisioldgicas, que muitas vezes, além de prejudicar diretamente a
homeostasia, traduz-se em atitudes que submetem o individuo a situagdes ambientais menos
adaptativas. Segundo Blanchard et al. (1993), na avaliagdo dos perigos de um ambiente, ratos
machos submissos foram menos hdbeis em seus movimentos, quando comparados com os
dominantes. Na avaliagdo de um ambiente potencialmente perigoso, os submissos foram mais
lentos em sua retirada do local, proporcionando maior facilidade a uma possivel predagio.
Esta atitude, na opinido desses autores, pode ser atribuida a uma lentiddo nos processos
neurais dos submissos em relagdo aos dominantes. Em ratos submissos, Raab et al. (1986)
detectaram perda de peso corporal, aumento dos niveis de corticosterdides plasmaéticos,
diminui¢cdo do peso do timo e diminui¢do da resposta linfocitica do bago a estimulacio
mitogénica. vEm ratos machos, a derrota social produziu oscilagio da pressdo sangiifnea e
aumento do débito cardiaco e da telﬁperatura corporal (Fokkema et al. (1986) e Miczek et al.
(1991), apud Blanchard et al., (1993). Analisando as caracteristicas comportamentais
individuais dentro de uma col6nia de ratos, Fokkema et al. (1995) observaram aumento da
pressdo sangiiinea em ratos agressivos que ndo estavam em posi¢do de dominancia, mas
caracterizavam-se como subdominantes, pelo fato de apresentarem comportamentos
agressivos frente aos ataques dos .dominantes. Ratos dominantes apresentaram pressdo
sangiifnea significativamente menor que os subdominantes mais agressivos. Nesse estudo, os
autores registraram uma correlagdo positiva da freqiiéncia de fugas com a pressdo sangiiinea e
com os niveis plasméticos de corticosterona. Em ratos intrusos submetidos a encontros com

ratos agressivos, a produgdo de anticorpos IgG anti-KLLH foi menor nos ratos submissos que
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despenderam um tempo maior com posturas de submissdo, quando comparado com os
animais controles e com os submissos que despenderam menos tempo com posturas de

submissao (Fleshner et al., 1989)

Assim como outras formas de estresse, o estresse social aciona mecanismos orgénicos,
através de alteragc”)es_neuréis que também culminam em desordens, tais como a ansiedade e
depressdo. Na forma de experiéncia de derrotas, o estresse social € um potente estimulo do
mecanismo de analgesia ndo opidide em camundongos, com evidéncias farmacoldgicas e
comportamentais apontando para a ansiedade como um fator chave na reagdo de defesa
antecipatéria (Rodgers & Randall, 1986, apud Rodgers et al., 1997). Ratos derrotados
socialmente por uma ou duas vezes apresentaram redugdo da atividade locomotora no teste do
campo aberto (Open field) e reducdo do contato social com um animal ndo familiar da mesma
espécie. Apds duas derrotas sociais, 0s animais apresentaram redugio da ingestdo de alimento
por vérios dias (Meerlo et al., 1996). Pich et al. (1993) verificaram que ratos derrotados
socialmente’ apresentaram no labirinto em cruz elevado, um grau de ansiedade
significativamente maior do que o.s animais controles da mesma linhagem. Os niveis
plasmaticos de CRH também sdo significativamente maiores nos animais derrotados em
relacdo aos controles. Quando administrado um antagonista do CRH, ndose \o]_aserva diferenca
na resposta comportamental obtida anteriormente, sugerindo que os niveis de CRH

aumentados nos animais estressados nio estdo correlacionados com a alterag@o nos niveis de

ansiedade desses animais.

Na relagdo de domindncia e submissdo uma interagd0 agonistica que preserva
condi¢des semelhantes aos animais interagentes, ou seja, sem privilégios quanto ao tamanho

do animal, a idade ou a situagdo social anterior, as caracteristicas comportamentais entre
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animais dominantes e Subnlissos parecem diferir em alguns aspectos, daquelas observadas em
animais submetidos a derrota social em condi¢des tbtalmente desvantajosas quanto aos
animais .. residentes. Ferrari et al. (1998) observaram que camundongos dominantes
apresentaram um grau de ansiedade significativamente maior que os animais submissos,
controles e também maior em relagdo aos animais que apenas reagiam a0s ataques, mas nio

atacavam espontaneamente.

Alteracdes fisiolégicas também sdo relacionadas '.com o grau de agressividade da
espécie, da linhagem ou de cada individuo. Utilizando duas linhagens de camundongos,
Devoino et al. (1993) verificaram que houve aumento do titulo de anticorpos contra hemécia
de carneiro em animais dominantes da linhagem CBA/Lac, enquanto que nos submissos a
resposta ndo diferiu do grupo controle; na linhagem C57/BL, considerada rﬁenos agressiva
que a CBA/Lac, a producdo de anticorpos anti-hemdcia de carneiro ndo diferiu nos
dominantes, enquanto que foi significativamente diminuida nos submissos, quando
cbmparada éom a resposta dos controles. Os neurotransmissores dopamina e serotonina sao
discutidos como possiveis intermédiadores das diferengas nas respostas imunoldgicas
expressas pelas duas 1inhagens. Segundo os autores, na linhagem mais agressiva a atividade
do sistema dopaminérgico parece estar mais acentuada enquanto que na linhagem menos
agressiva € o sistema serotonérgico que parece estar mais atuante. Paralelamente, segundo
discussdo feita pelos mesmos autores, a ativagdo da dopamina parece melhorar a atividade
do sistema imune na producio de anticorpos enquanto que a ativagdo da serotonina parece

prejudicar a atividade imunolégica.

A revisdo bibliogrifica apresentada, além de uma vasta literatura neste campo da

ciéncia mostram que um corpo substancial de pesquisas vem acumulando evidéncias, as quais
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apontam para a confirmacéo de que alteragdes psicofisioldgicas sdo desencadeadas a partir de
eventos estressantes. Alteracdes neuroqufmicas e enddcrinas sdo extensamente relacionadas
com desordens comportamentais rotineiras, como a ansiedade e a depressdo. A
imunossupressdo € apontada em diversos trabalhos como uma al;eragéo ﬁsiolégica

desencadeada a partir de estimulos estressantes.

A partir de uma diversificagdo de resultados obtidos em experimentos, cujos objetivos
eram semelhantes, a interferéncia de muitos fatores intrinsecos as situagdes experimentais estd
sendo extensamente investigada, na tentativa de obten¢do de respostas que reflitam a
realidade do organismo. Assim, este trabalho propde-se a juntar alguns fatores relevantes no
contexto da situacdo em evidéncia, especificamente o estresse psicossocial e o estimulo.
imunolégico, no intuito de investigar as possiveis interacdes, as quais podem direcionar a

resposta fisiolégica.



2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral

Analisar os efeitos do estresse psicossocial provocado pela interacdo agonistica
recorrente sobre a resposta imune humoral, verificando a possivel correlagdo com o estado

de ansiedade do animal.

2.2 - Especificos

- Comparar as respostas imune humorais & hemdcia de carneiro entre os animais

controles e 0s animais submetidos ao estresse psicossocial.

- Comparar as respostas imune humorais & hemdécia de carneiro entre grupos
experimentais, observando a relag@o temporal entre a aplicagdo do antigeno e a submissdo ao

estresse.

- Verificar o efeito da dominincia e da submissdo nas respostas imune humorais

primdria e secunddria a hemdcia de carneiro.
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- Analisar o grau de ansiedade nos animais dominantes e submissos e as respostas
obtidas na primeira e segunda observac¢des do labirinto em cruz elevado, entre os grupos

experimentais.

- Analisar a possivel correlac@o entre o estado de ansiedade manifestado no-labirinto

em cruz elevado e as alteracdes observadas na resposta imune.

- Comparar as respostas imune humorais € o comportamento no labirinto em cruz

elevado entre as linhagens BALB/c e Swiss.



3 - MATERIAL E METODO

3.1 — Animais

Foram utilizados camundongos machos das linhagens BALB/c e albinos suicos
(Swiss), com aproximadamente 90 dias de idade no inicio do experimento. Os animais da
linhagem Swiss foram criados no Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Os camundongos da linhagem BALB/c foram cedidos pelo Biotério da Fundacdo
Estadual de Pesquisa em Saide, do Rio Grande do Sul. O desmame foi aos 21 dias de idade e
aproximadamente aos 60 dias de idade, foram alojados individualmente por um periodo de
trinta dias, em gaiolas de polipropileno com tampa de arame e forradas com serragem de
madeira. A alimentagdo, racdo convencional (produzida pela Empresa Nuvital Nutrientes
Ltda) e 4gua foram fornecidas "ad libitum". Foi utilizada iluminagfo artificial com ciclo
claro-escuro de 12 horas, sendo que o ciclo claro iniciou as 6:00 e terminou as 17:30 de cada
dia. A temperatura ambiente foi mantida acima de 20°C e inferior a 28°C. Durante o perfodo
de adéptagio os animais foram manuseados uma vez por semana, para troca de serragem €
alimento. Dezoito dias antes do inicio dos experimentos foi administrado vermifugo & base de
Mebendazol ( nome comercial: Pantelmin) duas vezes por diae por trés dias consecutivos. A
dosagem foi de 0,066ul/g, proporcional aquela estabelecida na bula para a espécie humana. O
tratamento com o vermifugo teve por objetivo descartar a possibilidade de alteragGes
comportamentais e/ou imunolégicas induzidas por tais parasitas e que pudessem influenciar a

resposta imune humoral.
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Por ocasido dos experimentos, os animais foram divididos em grupos conforme o que

segue':

3.1.1 - Grupo de Interagdo Curta (14 dias) - INC/SW e INC/BC

Foram utilizados um grupo de camundongos da linhagem Swiss (SW) e um grupo de
camundongos da linhagem BALB/c (BC). No inicio dos experimentos os animais de cada
linhagem foram subdivididos aleatoriamente em dois grupos, os quais foram denominados
de intrusos e‘ residentes. Cada animal intruso recebeu uma numerag¢do que correspondeu 2
mesma numeragdo do animal residente com o qual ele foi pareado diariamente (formagdo da
dupla). Na formagdo das duplas tomou-se o cuidado de ndo formar pares de camundongos
irmfos, ou seja, da mesma ninhada. Para a distingdo entre os individuos das duplas, o dorso
dos. animais residentes foi pintado com violeta de genciana dois dias antes do inicio da
interagdo. Diariamente e por 14 dias os intrusos foram colocados durante 30 minutos no
alojamento de seus respectivos pares residentes, no perfodo de transi¢io claro/escuro
(aproximadamente s 17:30). No primeiro dia de interagdo, apds o parecamento 0s animais
receberam o primeiro inéculo de hemdcia de carneiro. No sétimo dia de interacdo os animais
foram inoculados pela segunda vez e neste dia ndo houve interag@o entre os animais para
evitar uma debilitacdo excessiva, pois neste dia também foi realizada a primeira coleta de

sangue para obtenc¢@o da amostra de soro.

Durante os trinta minutos de interago foram observados e identificados os animais

! Ver tabela experimental, p. 9
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dominantes e os submissos, conforme os pardmetros comportamentais caracteristicos, como
cheirar a face e o anus do outro anim_al, sacudir a cauda, perseguir, comportamento de auto
limpeza, postura vertical de defesa, fuga, e submissdo completa, através de vocalizagio e
postura vertical simultaneamente (Hardy, et al., 1990). Para a visualizagdo dos animais, o
ambiente foi iluminado difusamente com lampadas vermelhas. No décimo quarto dia foi
realizada outra extragdo de sangue dos camundongos para obten¢ao da segunda amostra de

soro e logo apds os animais foram sacrificados.

3.1.2 - Grupo de Interacido Longa (21 dias) - INL/SW

Para este grupo experimental foram utilizados camundongos da linhagem Swiss. Para
a formagdo das ‘duplas ¢ a identificag@o dos animais dominantes e submissos, o procedimento
foi 0 mesmo descrito para o grupo INC. O periodo de interacdo neste grupo experimental foi
de 21 dias e os animais receberam o primeiro inéculo com hemadcia de carneiro no sétimo dia
apés o inicio dos pareamentos. No décimo quarto dia de interagdo os animais foram
inoculados pela segunda vez e ndo foram colocados para interagir, pois neste dia também foi
realizada a primeira coleta de sangue. A segunda coleta de sangue foi realizada no vigésimo
primeiro dia, aps o que os animais foram sacrificados. O periodo de interacdo foi de 30

minutos didrios, aproximadamente as 17:30.
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3.1.3 - Grupo Controle de Mesma Sala de 14 e 21 dias - CMS/SW-14 e CMS/SW-21

O grupo CMS/SW-14 e o grupo CMS/SW-21 constaram de animais da linhagem
Swiss Selecionados aleatoriamente. Os animais dos grupos CMS/SW-14 e CMS/SW-21 foram
mantidos em caixas individuais na mesma sala e mesmo periodo dos grupos que sofreram
interacdo por 14 e 21 dias, respectivamente. Os animais foram inoculados com hemdcia de
carneiro e submetidos a pungdo retroorbital para coleta de sangue, juntamenfe com 0s

animais dos grupos que interagiram, ou seja, nos mesmos dias. O objetivo foi submeté-los aos

odores e sons emitidos pelos animais que interagiram.

3.1.4 — Grupo Controle de Sala Separada — CSS/SW e CSS/BC

Um grupo de animais da linhagem Swiss (CSS/SW) e um grupo de animais da
linhagem BALB/c (CSS/BC) foram selecionados aleatoriamente e mantidos em sala separada
dos animais que sofreram interacdo agonistica. Estes animais foram inoculados por duas
vezes com hemadcia de carneiro, em um intervalo de sete dias entre as duas inoculagdes. No
dia da segunda inoculagdo e sete dias apds foram realizadas a primeira e a segunda coleta de

sangue, através de puncio retroorbital.
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3.2 - Obtenc¢do de Hemacias de Carneiro

As hemdcias foram obtidas através da pun¢@o da veia jugular de carneiro em solucdo
de Alsever e lavadas em solugdo sal_ina tamponada:com fosfatos (PBS), pH = 7,2 (0,0IM),
durante dez minutos e por trés vezes, mediante éentrifugagéo a .1.500 rota¢des por minuto. Na
tltima lavagem o sobrenadante foi eliminado e as hemdcias foram ressuspensas em solugéo
PBS, ajustando-se a concentragdo de modo a conter 10° hemécias em um volume de 1ml.
Logo apds a preparagdo da solucdo de hemdcias os animais foram inoculados com uma

concentragdo de 108/anima1, em um volume de 0,1ml por via intraperitoneal.

3.3 — Coleta do Sangue do Camundongo e Extracio do Soro

Cada animal foi anestesiado com éter etilico e aproximadamente 300ul de sangue foi
coletado através de puncdo do plexo retroorbital e depositado em tubos Eppendorf. O soro foi
extraido apds centrifugacdo do sangue a 1.500 rpm durante 20 minutos ¢ em seguida foi
armazenado em freezer a -4°C para posterior avaliacdo da presenga de anticorpos anti-

hemdcia de carneiro (anti-HC).
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3.4 — Avaliagiio da Producio de Anticorpos Anti-hemacia de Carneiro (Anti-HC)

A avaliag@o da produg@o de anticorpos anti-HC foi realizada de acordo com a técnica
descrita por Hudsoh & Hay (1989). O soro foi descongelado e aquecido em banho-maria a
56°C, durante 30 minutos para promover a inativag@o das proteinas do Sistema Complemento.
Em placas de microhemaglutinagdo de 8 X 12 reservatérios foram colocados 50ul de PBS.
Em seguida, no primeiro reservatério de cada linha da placa foram adicionados 50ul de soro
de uma amostra de cada éamundongo, cuja solucgdo passou por diluig@o seriada de 1:2 (12X)
Em seguida foram adicionados em cada reservatério, 50ul de soluggo de hemadcia de carneiro
diluida a 2% em PBS. Posteriormente, o contetido da placa foi homogeneizado, tomando-se o
cuidado de n&o misturar as solug@es entre os reservatdrios. As placas ficaram em Tepouso por
12 horas em temperatura ambiente, ¢ apds esse periodo foi realizada a sua leitura em
microscopio estéreoscépio (Olympus). Cada linha representando uma amostragem de um
animal foi observada e 6 dltimo reservatdrio da linha que apresentou aglutinagdo de hemadcias

foi anotado e traduzido no valor do titulo do soro daquela amostragem.

3.5 — Teste de Ansiedade

Para medir o estado de ansiedade, cada animal foi testado individualmente em um
labirinto em cruz elevado, “Plus-maze”, adaptado a partir do modelo utilizado por Lister

(1987). O labirinto consistiu de dois bragos abertos medindo 30 cm de comprimento € 5 cm de
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largura, dois bracos fechados medindo 30 cm de comprimento, 5 cm de largura e 15 cm de
~ altura e uma plataforma central medindo 5 x 5 cm. A plataforma foi mantida a 40 cm do chio.
As paredes e o assoalho do labirinto foram confeccionados com material de acrilico na cor
cinza escuro, sendo que o assoalho de acrilico foi fixado em ripas de madeira. O teste foi
realizado em uma sala com luz vermelha difusa, com intensidade suficiente para a filmagem
do experimento. Este teste foi realizado um dia éntes do inicio e no pentiltimo dia de intera¢do
agonistica. Em cada um dos testes com duragdo de cinco minutos o animal era colocado
individualmente na entrada da plataforma central do labirinto, com a cabe¢a em direcdo ao
brago aberto oposto. A filmagem permitiu uma andlise posterior da atividade exploratéria.
Para medir o nivel de ansiedade foram usados os seguintes indices: Percentual de entradas
nos bragos abertos (EA%) = Numero de entradas nos bragos abertos X 100 / ndmero de
entradas nos bragos abertos e fechados; Percentual de tempo nos bragos abertos (TA%) =
Tempo de permanéncia nos bragos abertos X 100 / tempo de permanéncia nos bragos abertos
e fechados. Durante o periodo de atividade exploratdria, a passagem de um brago para outro

~ do labirinto foi considerada cada vez que o animal cruzou os ambientes com as quatro patas.

3.6 - Anélise Estatistica dos Resultados

Os resultados de todos os grupos da linhagem Swiss foram comparados pélo teste ndo
paramétrico para muiltiplas varidveis independentes, Kruskal-Wallis e pelo teste ndo
paramétrico para duas varidveis independentes, teste U de Mann-Whimey. Os resultados dos
grupos da linhagem BALB/c foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney. As varidveis

dependentes das duas linhagens, como hemaglutinacdo primdria e secunddria e primeiro €
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segundo teste no labirinto em cruz elevado foram comparadas pelo teste ndo paramétrico para
duas varidveis dependentes, Wilcoxon Matched Pairs. Para correlacionar a resposta imune
humoral com o nivel de ansiedade, foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman. O nivel de
significncia admitido foi p < 0,05. Os resultados referentes aos titulos de anticorpos estdo
expressos pela média geométrica de cada grupo experimental e os resultados referentes aos

indices medidos no teste de ansiedade estdo expressos pela média aritmética, seguida do erro

padrdo da média (M + EPM).
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Tabela Experimental das Linhagens Swiss e BALB/c

DIA DO GRUPOS E ATIVIDADES EXPERIMENTAIS
EVENTO -
CSS/SwW INC/SW CMS/SW-14 INL/SW CMS/SW-21
CSS/BC INC/BC
DIA . ... { .I°Teste Labirinto 1° Teste Labirinto 1° Teste Labirinto 1° Teste Labirinto 1° Teste Labirinto
ANTERIOR
1°DIA In li_!v;ﬂ ¢ Interagio Agom’st.ica Mesma Sala
Separada: ‘Mesma: ‘ Sem Interagiio
2°DIA Sala Separada Interagdo Agonistica Mesma Sala Interagdo Agonistica Mesma Sala
: Sem Interagdo Sem Intera¢do _Sem Interagiio
3°DIA Sala Separada Interagdo Agonistica Mesma Sala Interagio Agonistica Mesma Sala
Sem Interacdo -Sem Interacio Sem Interagio
4° DIA Sala Separada Interagdo Agonistica Mesma Sala Interagio Agonistica Mesma Sala
Sem Interagio Sem Interacdo ~Sem Interagio
5°DIA Sala Separada Interagdo Agonistica Mesma Sala | Interagdio Agonistica Mesma Sala
Sem Interacdo Sem Interacdo Sem Interacdo
6°DIA Sala Separada Interagdo Agonistica Mesma Sala Interagio Agonistica Mesma Sala
Sem Interagdo Sem Interacéo Sem Interacio
LT ? AT ;. Pl T 4T
7° DIA
8°DIA Sala Separada Interag@o Agonistica Mesma Sala 1 Interagdo Agonistica Mesma Sala
Sem Interagio Sem Interacio Sem Interacio
9° DIA Sala Separada Interagdo Agonistica Mesma Sala Interagio Agonistica Mesma Sala
Sem Interagio Sem Interacdo Sem Interacdo
10° DIA Sala Separada Interagdo Agonistica Mesma Sala Interagdo Agonistica Mesma Sala
Sem Interacdo Sem Interacdo Sem Interacdo
11°DIA Sala Separada Interagdo Agonistica Mesma Sala Interagdo Agonistica Mesma Sala Sem
. Sem Interagio Sem Interagiio Interagdo
12°DIA Sala Separada Interagdo Agonistica Mesma Sala Interagdio Agonistica Mesma Sala
Sem Interacio Sem Interacdo . Sem Interacdo
13°DIA 2° Teste Labirinto 2° Teste Labirinto 2° Teste Labirinto | Interagfo Agonistica Mesma Sala
Sala Separada Interacdo Agonistica Mesma Sala __Sem Intera¢io
14°DIA -
15° DIA - - - Interagdo Agonistica
Sem Interagio
16° DIA - - - Interagdo Agonistica Mesma Sala
Sem Interacdo
17°DIA - - - Interagdo Agonistica Mesma Sala
Sem Interacdo
18° DIA - - - Interagdo Agonistica Mesma Sala
Sem Interacio
19°DIA - - - Interagiio Agonistica ‘Mesma Sala
Sem Interacio
20°DIA - - - 2° Teste Labirinto 2° Teste Labirinto
Interagiio Agonistica Mesma Sala

21°DIA




4 — RESULTADOS

4.1 — Linhagem Swiss

4.1.1 - Titulos de Anticorpos Anti-HC na Resposta Imune Primaria - H1

No presente item € analisado o efeito do estresse de interagdo agonistica sobre a
resposta imune humoral primdria, considerando a relagdo temporal entre a administragdo do
antigeno e o estimulo estressante. O efeito da domindncia e da submissdo sobre a resposta

imune humoral primdria também sdo objetos de andlise.

A andlise da resposta imune primdria apresentada pelos animais dos grupos
experimentais do protocolo de 14 dias , do protocolo de 21 dias e o grupo controle
(CMS/SW-14, INC/SW, CMS/SW21, INL/SW e CSS/SW), através do teste Kruskal-Wallis

apontou o seguinte resultado: [H (4, N=91)= 21,2972, p < 0,001].

O estresse psicossociai induzido por um periodo inicial de 7 dias de interagdo
agonistica, provocou no grupo INC/SW uma redug@o significativa nos titulos de anticorpos
anti-HC expressos na resposta imune priméria, quando comparados aos titulos de anticorpos
dos animais controles de sala separada, CSS/SW (p < 0,05). Quando analisamos
separadamente os animais dominantes e submissos no gfupo INC/SW, verificamos que apeéar
de uma tendéncia a uma redugdo nos titulos de anticorpos dos animais dominantes, a resposta

nao difere significativamente da resposta apresentada pelo grupo controle. Existe entretanto,
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uma redugio significativa da resposta imune primdria apresentada pelos animais submissos,
em relacdo a resposta do grupo controle (p < 0,05). Nos animais que compuseram O grupo
controle de mesma sala'durante o periodo de 14 dias de interagdo agonistica (CMS/SW-14),
verificamos que os fatores caracteristicos da situac@o a qual foram submetidos, possivelmente
o odor e a vocalizag@o emitidos pelos animais interagentes foram capazes de atuar sobre os
sistemas ativados pelo estresse social, provocando uma redugdo na resposta imune primdria,
em relacdo aos animais controles, porém a diferenca entre CMS/SW-14 e CSS/SW nifo ficou

dentro dos niveis considerados estatisticamente significantes.

Nos animais que passaram pelo protocolo de 21 dias de interagdo agonistica (INL/SW
e CMS/SW-21) o antigeno foi inoculado no sétimo dia de intera¢do agonistica € a resposta
imune primdria foi observada sete dias apds a inoculag@o do antigeno, no décimo quarto dia

de interag@o agonistica.

O estresse social induzido pelo periodo inicial de 14 dias de interagdo agonistica nos
animais de interagdo longa, provocou um aumento da resposta imune primdria, tanto em
relagdo aos animais do grupo controle (CSS/SW), quanto em relagdo aos animais que
passaram pelo protocolo de interagdo curta. O grupo INL/SW apresentéu uma resposta imune
priméfia significativamente maior que o grupo CSS/SW e que o grupo CMS/SW-14
(p < 0,05) e com um nivel de significincia ainda mais expressivo, quando comparado ao
grupo INC/SW (p < 0,001). A resposta imune primdria também foi maior no grupo
CMS/SW-21, quando comparada a resposta do grupo INC/SW (p < 0,01) e quando
comparada ao grupo INC/SW-S (p < 0,05). O grupo de animais dominantes de interagdo
longa (INL/SW-D) apresentou uma resposta imune primdria significativamente maior que 0s |

grupos CSS/SW e CMS/SW-14 (p < 0,05) e com um grau de significancia mais expressivo,
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0N

quando comparada a resposta dos animais dominantes e submissos de interagdo curta,
INC/SW-D e INC/SW-S (p < 0,01). Nos animais submissos de interagdo longa (INL/SW-S),
a resposta foi significativamente maior que a respostavdo grupo INC/SW-D (p < 0,05) e
obteve um grau de significAncia maior quando comparada ao grupo INC/SW-S (p < 0,01). A
resposta imune primdria ndo diferiu significativamente entre os grupos experimentais ciue

passaram pelo protocolo de 21 dias de interac;ﬁo;

Os resultados da hemaglutinagdo primadria est3o resumidos na tabela 1 e na figura 1.

4.1.2 - Titulos de Anticorpos Anti-HC na Resposta Imune Secundaria ~ H2

Neste item € analisado o efeito do estresse da interacdo agonistica sobre a resposta
imune humoral secunddria, considerando a relagdo temporal entre a administragdo do
antigeno e o estimulo estressante. Também & avaliado o efeito da dominncia e da submissdo

sobre a resposta imune humoral secundéria.

- O estresse induzido por um periodo de 14 dias de interacdo agonistica provocou um
aumento significativo da resposta imune secunddria nos animais dominantes (INC/SW-D),
quando comparada a resposta dos animais submissos (INC/SW-S) (p < 0,05). A resposta
imune secunddria do grupo INC/SW-S foi reduzida em relagdo aos demais grupos
experimentais, porém a diferenca nfo foi considerada estatisticamente significante. Portanto, a
diferenca expressiva observada entre dominantes e submissos é atribuida a uma alteracio

apresentada pelos dois grupos, em relagdo a resposta do grupo controle (CSS/SW), mas com
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uma contribui¢do mais acentuada do grupo dominante. Entre os demais grupos do protocolo

de 14 dias nfo houve diferenca quanto a resposta imune secunddria.

Nos grupos experimentais que passaram pelo protocolo de 21 dias de interagfo, a
resposta imune secunddéria foi avaliada no vigésimo primeiro dia de interagd@o, coincidindo
com o sétimo dia apds o segundo indculo do antigeno. O estresse induzido por um periodo de
21 dias de interagcdo ndo alterou a respdsta imune secundéria nos grupos experimentais, a
partir da resp‘osta expressa pelos animais controles (CSS/SW). A resposta também nao diferiu

significativamente entre os grupos experimentais de 21 dias.

Os valores dos titulos de anticorpos da resposta imune secunddria estdo resumidos na

tabela 1 e a representacgio grafica dos resultados estd expressa na figura 2.

Tabela 1 - Titulos de anticorpos anti-HC expressos pelas respostas imune primdria (H1) e secundéria (H2) na
linhagem Swiss (Média Geométrica)

N H1 H2
CSS/SW 28 231,87 @b oo 1187,92 #
CMS/SW-14 5 111,439 2352,53 *
INC/SW 15 92,63 @M 1415,08 **
INC/SW-S 6 57,02 &bk 724,08 * @
INC/SW-D 9 128,00 &P 2211,96 #% @
CMS/SW-21 17 266,65 ® 1603,56 #
INL/SW 28 362,04 &9 1487,28 #
INL/SW-S 13 : 352,51 &5 1568,73 ##*
INL/SW-D 13 413,66 @510 1410,06 **

As letras comuns entre dois grupos indicam diferengas significativas entre eles; ® bedegikl (p <0,05); th (p < 0,01). Os sinais indicam
diferengas entre H1 e H2. * (p <0,05), *##* (p <0,01), # (p <0,001).
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Figura 1 - Titulos de anticorpos expressos na resposta imune primdria dos grupos da linhagem Swiss.
Os valores representam a média geométrica dos titulos. As siglas significam: CSS = Controle de Sala
Separada; CMS = Controle de Mesma Sala (14 e 21 dias); INC = Interagdo Curta (14 dias); INL =
Interacdo Longa (21 dias); SW = Linhagem Swiss; S = Submisso; D = Dominante. Entre os grupos CSS
CMS (14 e 21), INC e INL, houve diferenga significativa: Kruskal-Wallis = H(4,N=91) = 21,29718,
p < 0,001. Através do teste U de Mann-Whitney, as diferencas foram reveladas entre: CSS ¢ INC e entre
CSS e INC-S (p < 0,05); INL e CSS (p < 0,05); entre INL e INC (p < 0,001); INL-D e CSS (p < 0,05);
_INL-D e INC-D (p < 0,01); INL-S e INC-S (p < 0,01).
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RESPOSTA IMUNE SECUNDARIA
LINHAGEM SWISS
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Figura 2 - Titulos de anticorpos expressos na resposta imune secundéria da linhagem Swiss. Os valores
representam a média geométrica dos titulos. O teste Kruskal-Wallis nio detectou diferenga significativa
entre os grupos experimentais CSS, CMS-14, INC, CMS-21 E INL. O teste U de Mann-Whitney revelou
uma diferenca entre INC-D e INC-S (p < 0,05).
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4.1.3 — Comparacio entre as Respostas Imune Primaria (H1) e Secundaria (H2)

Os titulos de anticorpos anti-HC foram significativamente maiores na resposta imune
secunddria em todos os grupos da linhagem Swiss. O teste Wilcoxon Matched Pairs revelou
as seguintes niveis de significincia entre H1 e H2: CSS/SW (p <0,001); CMS/SW-14
(p < 0,05); CMS/SW-21 (p < 0,001); INC/SW (p < 0,01); INL/SW (p< 0,001); INC/SW-D

(p < 0,01); INC/SW-S (p < 0,05); INL/SW-D (p <0,01); INL/SW-S (p <0,01).

A representagdo grafica comparando os titulos de H1 e H2 € mostrada na figura 3.

4.1.4 — Primeira Avalia¢io da Atividade Exploratéria no Labirinto em Cruz Elevado

A proposta da atividade exploratdria no primeiro teste do labirinto em cruz elevado foi
analisar o grau de ansiedade nos animais submetidos ao estimulo aversivo do labirinto,
considerando as caracteristicas individuais para uma possivel diferenciag@o mais significativa

no segundo teste.

No primeiro teste da atividade no labirinto em cruz elevado realizado um dia antes de
iniciar a interag@o agoniStica, a exploragdo dos bragos abertos por todos 0s grupos
experimentais € grupo controle da linhagem Swiss foi reduzida, quando comparada a outras
linhagens descritas na literatura. Os animais dominantes do grupo INC/SW e do grupo
INL/SW apresentaram uma redu¢@o maior nos percentuais de tempo € de entrada nos

bragos abertos (TA%1 e EA%1) , principalmente em relagdo aos seus pares submissos € ao



TITULOS DE ANTI

RESPOSTA IMUNE PRIMARIA E SECUNDARIA
LINHAGEM SWISS

CORPOS ANTI-HC 1/x

CSS/SW  CMS/SW  INC/SW INC/SW S INC/SW CMS/SW  INL/SW INL/SW S INL/SW
14 D 21 D

Figura 3 - Comparagdo entre os titulos de anticorpos da resposta imune primdria ¢ da secunddria
apresentados pela linhagem Swiss. Os valores representam a média geométrica dos titulos. Os
asteriscos indicam diferenga entre H1 e H2. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p <0,001).
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grupo controle, porém, 0s testes estatisticos ndo detectaram diferengas significativas entre
eles. Entre os demais grupos, tanto do protocolo de 14 quanto de 21 dias, ndo foram
observadas variagdes expressivas na explora¢do dos bragos abertos. Os testes estatisticos ndo

revelaram qualquer diferenca significativa entre os grupos experimentais.

Os resultados do primeiro teste estdo resumidos na tabela 2. A figura 4 apresenta
graficamente o percentual do tempo nos bragos abertos (TA%1) e a figura 5 expressa o

percentual de entradas nos bragos abertos (EA%1).

Tabela 2 - Percentuais do tempo de permanéncia e do nimero de entradas nos bragos abertos do labirinto em
cruz elevado apresentados pelos animais da linhagem Swiss (Média + E. P. M.).

N- TABI TA%? EA%I EA%2

CSSISW 31 2+4 812 %% 28+5 1943 *
CMS/SW-14 6 11£6 945 1557 1747
INC/SW 14 1644 9+4 2245 124
INC/SW-S 7 2247 1146 2947 1427
INC/SW-D 7 1024 744 1527 95
CMS/SW-21 12 1743 1244 2443 1844
INLSW u 205 742 2345 1443
INL/SW-S 13 26438 6+2% 2949 1244
INUSW-D 1 1426 82 1546 1644

TA% = Percentual de tempo nos bragos abertos; EA% = Percentual de entradas nos bragos abertos; 1 = Primeiro teste; 2 = Segundo teste.
Os sinais indicam diferenga significativa entre o primeiro e o segundo testes. * (p < 0,05), ** (p < 0,01). Entre os grupos nio houve diferenca
significativa.
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4.1.5 — Segunda Avaliacio da Atividade Exploratéria no Labirinto em Cruz Elevado

A avalia¢do dos animais no labirinto apds o periodo de interagdo agonistica teve como
objetivo analisar- o efeito do estresse psicossocial, considerando a dominéncia e a submissio
sobre o estimulo comportamental aversivo do segundo teste, cuja resposta em animais

controles, de acordo com a literatura € diferente quanto ao primeiro.

Os grupos experimentais, tanto do protocolo de 14 dias quanto de 21 dias de interagéo
agonistica, ndo apresentaram uma alterag@o significativa na atividade exploratéria dos bracos
abertos. Observou-se apenas uma pequena redugdo nos percentuais de tempo e de entradas
(TA%2 e EA%?2), a qual ndo teve efeito estatistico significante. Uma-reducio— significativa,
expressa pelos animais do grupo controle (CSS/SW) foi observada no TA%2 (p < 0,01) e no
EA%2 (p < 0,05), em relagdo ao primeiro teste. Os animais submissos da interagdo longa
(]NL/SW-S)‘ também apresentaram uma redugio significativa do TA%?2 (p < 0,05) em relagéo
ao TA%1. Entre os grupos experiméntais ndo observamos qualquer alteracdo que pudesse ser

destacada e os testes estatisticos também n#o revelaram qualquer alteragao significativa.

" Os resultados estdo resumidos na tabela 2 e a representacdo grafica do TA%2 e EA%?2

estd expressa nas figuras 4 e 5, respectivamente.



TEMPO DE PERMANENCIA NOS BRACOS ABERTOS
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Figura 4 - Percentual de tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado. TA% = Tempo
de permanéncia nos bragos abertos X 100 / Tempo de permanéncia nos bragos abertos + bragos
fechados. TA%1 = Primeiro teste; TA%2 = Segundo teste. Os testes estatisticos ndo revelaram
diferenca significante entre os grupos e/ou subgrupos experimentais. Os asteriscos indicam diferenca
entre o primeiro e o segundo testes dos grupos. * (p < 0,05); * * (p < 0,01).
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NUMERO DE ENTRADAS NOS BRACOS ABERTOS
LINHAGEM SWISS
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Figura 5 - Percentual de entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (média + E.P.M.).
EA% = Numero de entradas nos bragos abertos X 100 / nimero de entradas nos bragos abertos + bragos
fechados. EA%1 = Primeiro teste; EA%?2 = Segundo teste. Os testes estatisticos nfo revelaram diferengas
significantes entre os grupos. * indica diferenga significativa entre o primeiro e o segundo testes.
(p < 0,05).
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4.1.6 — Correlacao da Resposta Obtida no Labirinto em Cruz Elevado com as Respostas

Imune Primédria e Secundaria

‘- A proposta deste item € analisar se existe uma interagdo da atividade dos sistemas
neurais relacionados a ansiedade com a atividade do sistema imune, possibilitando evidenciar

caracteristicas distintas entre os individuos.

Na linhagem Swiss, o teste de correlagdo de Sperman, revelou um indice positivo de
correlacdo, com um nivel de significancia estatistica de (p < 0,01) entre o percentual de tempo
nos bragos abertos da primeira avaliagdo (TA%]1) e a resposta imune secunddria (H2)
apresentados pelos animais submissos de 14 dias. Todas as demais medidas da primeira e
da segunda avaliacdo no labirinto em cruz elevado tiveram um indice expressivo de
correlagéb positiva com as respostas imune primdria € secunddria, no grupo INC/SW-S,
porém, ndo foram considerados significantes pelo teste. No grupo CSS/SW, o teste revelou
um indice negativo de correlacio entre as medidas da primeira avaliagdo do nivel de
ansiedade (TA%1 e EA%]1) e a resposta imune secunddria (H2) (p < 0,01). Nos demais

grupos experimentais os indices de correlagdo no tiveram significancia estatistica.

Os indices de correlagdo positiva mostrados pelos animais submissos de 14 dias
indicam que os animais menos ansiosos tiveram uma resposta imune maior. Embora o teste
tenha revelado significincia estatistica somente entre H2 e TA%]1, os demais indices sdo
bastante expressivos para serem desprezados. No grupo dominante de 14 dias, a resposta
imune primdria n3o teve correlagdo com o nivel de ansiedade dos animais. A correlagdo entre

a resposta imune secunddria e a primeira avaliagdo de ansiedade, embora sem significancia



39

estatistica, indica uma tendéncia a uma resposta imune secunddria maior nos animais mais
ansiosos. No segundo teste de ansiedade o grupo INC/SW-D apresentou uma tendéncia a um
aumento da resposta imune secunddria nos animais menos ansiosos. Nos grupos de 21 dias, os
indices de correlagdo foram muito baixos, indicando que praticamente ndo houve correlagio
* entre os niveis de aﬁsiedade e a resposta imune humoral. No grupo CMS/SW-14, os dados de
ansiedade e resposta imune nao foram suﬁcieﬁtes para serem correlacionados. Os indices de

correlacdo para todos os grupos da linhagem Swiss estdo resumidos na tabela 3.

Tabela 3 - Correlagdo dos titulos de anticorpos expressos nas respostas imune primdria e secundéria com os
indices de ansiedade medidos no primeiro e segundo testes do labirinto em cruz elevado —~ Linhagem Swiss

TA% 1 TA% 2 EA% 1  EA%2
CSS/SW H1 -033 0,03 -035 -0,07
H2 -0,54 ** -0,17 -0,62 %% -0,35
CMS/SW-14 H1 - - - -
H2 . . . -
INC/SW H 0,46 0,29 0,56 0,31
H2 0,02 0,31 0,00 0,25
INCISW-S H1 0,87 0,79 0,87 0,79
H2 0,97 ** 0,63 0,82 0,63
INCISW-D H1 0,17 -0,03 0,51 -0,09
H2 - 0,69 0,52 042 0,37
CMS/SW-21 H1 -0,36 0,18 -0,35 0,25
H2 0,01 0,24 021 0,24
INL/SW H1 022 0,10 0,39 0,20
H2 0,13 0,07 023 0,11
INL/SW-§ H1 0,17 0,25 0,40 0,27
H2 0,03 0,06 0,19 0,20
INL/SW-D H1 0,34 0,00 0,42 0,41
H2 0,40 0,14 : 0,30 0,22

H1 e H2 = Respostas imune priméria e secunddria, respectivamente; TA% = Percentual do tempo nos bragos abertos; EA% = Percentual de
entradas nos bragos abertos; 1 = Primeiro teste; 2 = Segundo teste. (**) Indicam o nivel de significincia estatistica (p < 0,01)
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4.2 — Linhagem BALB/c

4.2.1 - Titulos de Anticorpos Anti-HC na Resposta Imune Primaria - H1

O presente item analisa o efeito do estresse provocado pela interacdo agonistica e da

posi¢do social dos animais da linhagem BALB/c sobre a resposta imune humoral primdria.

O estresse psicossocial induzido por um periodo inicial de 7 dias de interagdo
agonistica na linhagem BALB/c, provocou um aumento na resposta imune primdria, tanto nos
animais dominantes quanto nos animais submissos do grupo INC/BC, a partir dos niveis
apresentados pelo grupo controle (CSS/BC). No entanto, apesar de expressiva, a diferenca
entre 0s grupos de INC/BC e o grupo CSS/BC ndo foi considerada estatisticamente

significante. Os grupos experimentais também ndo diferiram significativamente entre si.

A tabela 4 resume os resultados da resposta imune primdria e a figura 6 mostra

graficamente os resultados.

4.2.2 - Titulos de Anticorpos Anti-HC na Resposta Imune Secundéria — H2

Neste item € analisado o efeito do estresse provocado pela interagdo agonistica e da

posicéo social dos animais da linhagem BALB/c sobre a resposta imune humoral secundéria.
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A resposta imune secunddria foi avaliada no décimo quarto dia de interagdo agonistica,
coincidindo com o sétimo dia da segunda inoculagdo do antigeno. Os sistemas atuantes sobre
o processamento da resposta imune secunddria foram capazes de inverter a ordem dos
resultados, a partir daqueles obtidos na resposta imune primaria, ou seja, em H2 os titulos de
anticorpos expressos pelos animais dominantes € submissos do grupo INC/BC foram
menores que os titulos expressos pelo grupo controle (CSS/BC). Todavia, as diferengas entre

0s grupos na resposta imune secunddria também nao foram consideradas significativas.

Os resultados estdo resumidos na tabela 4 e a representacio gréfica na figura 7.

Tabela 4 - Titulos de anticorpos expressos nas.respostas. imune. priméria (H1)-e secundéria (H2) da linhagem
BALB/c (Média Geométrica)

N . H1 H2
CSS/BC 12 67,81 121775 #
INC/BC 30 119,43 812,75 **
INC/BC-S 17 117,98 709,47 **
INC/BC-D 13 121,35 970,83 #

Os sinais indicam diferengas significativas entre H1 e H2. ** (p < 0,01), # (p < 0,001). N&o houve diferenga estatisticamente significante
entre 0s grupos.

4.2.3 — Comparacio entre as Respostas Imune Primaria (H1) e Secundaria (H2) da

Linhagem BALB/c

Os titulos de anticorpos da resposta imune secunddria foram maiores que os titulos da

resposta imune primdria, em todos os grupos da linhagem BALB/c. O teste Wilcoxon



RESPOSTA IMUNE PRIMARIA
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Figura 6 - Titulos de anticorpos expressos pela resposta imune primdria na linhagem BALB/c.
Os valores representam a média geométrica dos titulos. CSS = Controle de Sala Separada; INC =
Interagdo curta (14 dias); S = Submisso; D = Dominante; BC = Linhagem BALB/c. Os testes
estatfsticos ndo detectaram diferengas significativas entre 0s grupos.experimentais. -
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Figura 7 - Titulos de anticorpos expressos na resposta imune secunddria da linhagem BALB/c.
Os valores representam a média geométrica dos titulos. Os testes estatisticos ndo detectaram
diferengas significativas entre 0s grupos
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Matched Pairs revelou os seguintes niveis de significancia nas diferencas entre H1 ¢ H2:
CSS/BC (p < 0,01); INC/BC (p< 0,001); INC/BC-D (p < 0,01); INC/BC-S (p < 0,001). A

figura 8 expressa graficamente a comparagao entre as duas respostas.

4.2.4 - Primeira Avaliacao da Atividade Explbratéria no Labirinto em Cruz Elevado

A proposta da atividade exploratdria no primeiro teste do labirinto em cruz elevado foi
analisar o grau de ansiedade nos animais da linhagem BALB/c submetidos ao estimulo
aversivo do labirinto, considerando as caracteristicas individuais _para uma- possivel

diferenciagdo mais significativa no segundo teste.

Todqs os grupos da linhagem BALB/c apresentaram altos niveis de exploragdo dos
bragos abertos, quando comparados a outras linhagens abordadas na literatura ¢ também a
linhagem Swiss. Os indices utilizados neste experimento (EA1% e TA1%) demonstraram que
o nivel baixo de ansiedade € uma caracteristica desta linhagem, cujos grupos éxperimentajs
ndo apresentaram diferencas entre si, ou a partir do grupo controle. E importante observar que
o erro padrdo da média de cada grupo aponta para uma varia¢do individual muito pequena

nesta atividade comportamental.

Os resultados sdo apresentados na tabela 4 e os gréificos do TA1% e do EA1% sédo

mostrados nas figuras 9 e 10, respectivamente.
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RESPOSTA IMUNE PRIMARIA E SECUNDARIA
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Figura 8 - Comparagio entre os titulos de anticorpos da resposta imune primdria e da secundaria,
expressos pela linhagem BALB/c. Os valores representam a média geométrica dos titulos. Os asteriscos
indicam diferenca entre H1 e H2. * * (p < 0,01); *** (p < 0,001).
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4.2.5 - Segunda Avaliacido da Atividade Exploratdria no Labirinto em Cruz Elevado

A avaliacio dos animais da linhagem BALB/c no labirinto apds o periodo de interagéo

agonistica teve como objetivo analisar o efeito do estresse psicossocial, considerando a

dominéncia e a submissdo sobre o estimulo comportamental aversivo do segundo teste.

Todos os grupos da linhagem BALB/c apresentaram uma reducio significativa dos

niveis de exploragdo dos bragos abertos, quando comparados aos niveis do primeiro teste. As

respostas apresentadas pelos grupos experimentais ndo diferiram das respostas do grupo

controle, sugerindo que o reflexo na alteracdo da resposta comportamental ndo seja

unicamente ou principalmente o estresse induzido pela interag@o agonistica.

Tabela 5 - Percentuais do tempo de permanéncia e do niimero de entradas nos bragos abertos do labirinto em

cruz elevado apresentados pelos animais da linhagem BALB/c (Média + E. P. M.},

N TA%1 TA%2 EA%I EA%2
CSS/BC 18 70+3 5245k 66+ 3 5044 **
INC/BC 34 76+2 S6+4# 68+2 5743 %%
INC/BC-S 16 7742 5548w 67+2 57+6
INC/BC-D 18 75+2 57+5 %% 68+2 5743 *%

TA% = Tempo de permanéncia nos bragos abertos; EA% = Nimero de entradas nos bragos abertos; 1 = Primeiro teste; 2 = Segundo teste.
Os sinais indicam diferengas significativas entre o primeiro € o segundo testes. *#* (p <0,01); # (p <0,001).
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TEMPO DE PERMANENCIA NOS BRACOS ABERTOS
LINHAGEM BALB/c
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% TEMPO
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S )}
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Figura 9 - Percentual de tempo gasto nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado. TA% = Tempo
de permanéncia nos bragos abertos X 100 / Tempo de permanéncia nos bragos abertos + bragos fechados.
TA%1 = Primeiro teste; TA%2 = Segundo teste. Os testes estatisticos ndo revelaram diferenga
significante entre os grupos e/ou subgrupos experimentais. Os asteriscos indicam diferenga entre o
primeiro € o segundo testes dos grupos. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,001).
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NUMERO DE ENTRADAS NOS BRACOS ABERTOS
LINHAGEM BALB/c
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Figura 10 - Percentual do niimero de entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado.
EA% = Nimero de entradas nos bragos abertos X 100 / Niimero de entradas nos bracos abertos +
bragos fechados. EA%1 = Primeiro teste; EA%?2 = Segundo teste. Os testes estatisticos ndo revelaram
diferenca significante entre os grupos e/ou subgrupos experimentais. Os asteriscos indicam diferenca
entre o primeiro e o segundo testes dos grupos. * (p < 0,05); ** (p <0,01); *** (p < 0,001).
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4.2.6 - Correlacao da Resposta Obtida no Labirinto em Cruz Elevado com as Respostas

Imune Primadria e Secundaria

Neste item nos propomos investigar se existe nos animais da linhagem
BALB/c, uma interag@o da atividade dos sistemas neurais relacionados a ansiedade com a
atividade do sistema imune, possibilitando evidenciar caracteristicas distintas entre os

individuos.

Na linhagem BALB/c, o teste de correlacio de Sperman apontou uma correlagdo
significativamente positiva somente entre o percentual de entradas nos bragos abertos obtido
no primeiro teste €_a resposta imune. secundéria dos animais-controles (p< 0,05), indicando
que os animais desse grupo que foram menos ansiosos NO primeiro teste apresentaram uma
resposta imune secundéria maior. Os indices de correlagdo entre a resposta imune primaria e
os dois testés no labirinto, apresentados pelo grupo controle, ndo apresentaram um nivel
estatisticamente significativo, mas s-éo bastante expressivos, indicando uma tendéncia de os
animais menos ansiosos terem um melhor desempenho da resposta imune primdria. No grupo
dominante dos animais que interagiram, embora ndo sejam considerados significativos, a
expressividade dos indices de correlagio entre o tempo de permanéncia nos bragos abertos no
primeiro e no segundo testes de ansiedade e a resposta imune primdria, indica uma tendéncia
a uma resposta imune primdria maior nos animais mais ansiosos desse grupo. Os demais
indices de correlagcdo entre a resposta imune e a atividade exploratéria no labirinto em cruz
elevado foram pouco expressivos, indicando que nio existiu uma correlagdo entre as respostas

apresentadas nesses experimentos.
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Os valores dos indices de correlacdo entre a avaliagdo comportamental no labirinto e a

resposta imunoldgica apresentados pela linhagem BALB/c estdao resumidos na tabela 6.

Tabela 6 - Correlagdo das respostas imune priméria e secundéria com os indices de ansiedade medidos no
primeiro e segundo testes do labirinto em cruz elevado — Linhagem BALB/c

TA% 1 TA% 2 EA% 1 EA% 2
Hi 0,37 0,52 0,44 0,37
CSS/BC H2 028 -0,06 0,63 * -0,06
H1 -031 20,13 -0,06 -0,04
INC/BC H2 0,26 0,03 021 -0,10
Hi -0,19 0,12 -021 0.26
INC/BC-S 0 0,39 -0,05 0,14 -0,13
“H1 -0,44 - 0,46 0,05 -0,13
INC/BC-D H2 0,17 -0,01 0.18 -0,06

H1 e H2 = Respostas imune priméria e secunddria, respectivamente; TA% = Percentual do tempo nos bragos abertos; EA% = Percentual de
entradas nos bragos abertos; 1 = Primeiro teste; 2 = Segundo teste. (*) Indica o nivel de significincia estatistica (p < 0,05)

43 - Comparaciio entre as Linhagens Swiss e BALB/c

Entre as duas linhagens, foram comparados os grupos controles CSS/SW e CSS/BC e
os grupos que sofreram interag@o por 14 dias, pelo fato de serem estes 0s grupos que passaram

pelo mesmo protocolo experimental nas duas linhagens.

Os itens 4.3.1 e 4.3.2 avaliam os efeitos do estresse psicossocial sobre as resposta
imune humoral priméria e secunddria, comparando as duas linhagens investigadas, um dos

objetivos do presente trabalho.
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4.3.1 - Titulos de Anticorpos Anti-HC na Resposta Imune Primaria - H1

O desempenho da resposta imune primdria na linhagem BALB/c mostra uma inverséo

na atividade dos sistemas ativados pelo estresse psicossocial sobre os mecanismos da resposta *

imune, quando comparada a linhagem Swiss. Inicialmente, os titulos de anticorpos da respovsta
imune primdria, expressos pelo grupo controle da linhagem Swiss (CSS/SW), foram
significativamente maiores que os titulos de anticorpos expressos na resposta imune primdria,
pelo grupo controle da linhagem BALB/c (CSS/BC) (p < 0,01). O estresse induzido pelo
periodo inicial de 7 dias de interagdo agonistica provocou uma redugdo significativa dos
titulos de anticorpos no grupo submisso € uma redu¢do menos expressiva nos animais
dominantes da linhagem Swiss, quando comparados ao grupo controle (CSS/SW). Na
linhagem BALB/c, embora as diferengas entre os grupos ndo tenham sido consideradas
estatisticamente significantes, os titulos de anticorpos da resposta imune primdria foram
maiores nos grupos dominantes ¢ submissos, quando comparados aos seus controles. Outra
caracteristica observada € o fato de que o grupo submisso da linhagem Swiss apresentou uma
resposta imune priméria menor do que o grupo dominante. Na linhagem BALB/c, a resposta

imune primdria nfo foi diferente entre animais dominantes e submissos.

A figura 11 expressa graficamente a comparag@o da resposta imune priméria entre as

duas linhagens.
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4.3.2 - Titulos de Anticorpos Anti-HC na Resposta Imune Secundaria - H2

Na resposta imune secunddria, os titulos de anticorpos do grupo controle da linhagem
BALB/c aumentaram consideravelmente em relacio a resposta imune primdria, com um nivel
éltamente significativo (p < 0,001). Este aumento na resposta imune secundaria obtido pelo
grupo CSS/BC atingiu a requsta imune secunddria apresentada pelo grupo controle da
linhagem Swiss. Os animais da linhagem BALB/c que sofreram o estresse da interagdo
agonistica, apesar de terem um aumento significativo na resposta imune secunddria, n#o
atingiram os niveis do grupo controle, ainda que ndo tenha havido diferenga significativa
entre eles. Por outro lado, na linhagem Swiss, os animais dominantes apresentaram um
aumento dos titulos da resposta imune secundéria, o qual ultrapassou inclusive a resposta do
grupo controle daquela linhagem, ganhando significincia estatistica quando comparado aos
seus pares submissos. Esta produgcdo aumentada de anticorpos elevou significativamente a

resposta dos dominantes da linhagem Swiss em relagdo a resposta dos dominantes €

submissos da linhagem BALB/c (p < 0,05).

~ A representagdo grafica da comparagdo do H2 entre as duas linhagens € mostrada na

figura 12.
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Figura 11 - Titulos de anticorpos expressos na resposta imune primdria pelas linhagens Swiss e
BALB/c. Os valores representam a média geométrica dos titulos. Os asteriscos indicam diferenga entre
os grupos CSS/SW e CSS/BC. ** (p <0,01).
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RESPOSTA IMUNE SECUNDARIA
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Figura 12 - Titulos de anticorpos expressos na resposta imune secunddria pelas linhagens Swiss €
BALB/c. Os valores representam a média geométrica dos titulos. Os asteriscos indicam diferenga
entre INC/SW e INC/BC e entre INC/SW-D e INC/BC-D. * (p <0,05)
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4.3.3 — Primeira Avaliacdo da Atividade Exploratéria no Labirinto em Cruz Elevado

Um dos objetos do presente trabalho foi a investigacdo das diferencas
comportamentais, além de outras caracteristicas, entre as linhagens Swiss e BALB/c. Assim,

este item avalia o nivel de ansiedade apresentado no labirinto, comparando as duas linhagens.

A atividade no labirinto em cruz elevado evidencia uma exploracfo ativa da linhagem
BALB/c, contrastando com uma atividade bem mais reduzida da linhagem Swiss. O
percentual do tempo de permanéncia e do nimero de entradas nos bragos abertos (TA%]!1 e
EA%1) foram significativamente maiores em todos os grupos da linhagem BALB/c, quando
comparados aos grupos da linhagem Swiss (p < 0,001). Na linhagem BALB/c praticamente
ndo houve variagdo entre os individuos, podendo ser observado pelas médias e o erro padrdo
das médias de cada grupo. Na linhagem Swiss, apesar de ndo termos detectado diferencas
signiﬁcativés entre os grupos, podemoé observar que existe uma variagdo maior entre eles. O
grupo dominante da linhagem SQiss demonstrou um nivel de ansiedade maior que os
submissos e os animais controles, embora a diferenca entre eles ndo seja significativa. O erro
padrdo da média de cada grupo também aponta uma variagdo maior entre 0s individuos da

linhagem Swiss.

As figuras 13 e 14 apresentam graficamente a comparagdo do TA% e do EA%,

respectivamente, entre as duas linhagens.
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4.3.4 - Segunda Avaliacio da Atividade Exploratéria no Labirinto em Cruz Elevado

Comparando a atividade exploratéria apresentada pelas linhagem Swiss ¢ BALB/c,
este item analisa se o estresse psicossocial influenciou o nivel de ansiedade no segundo teste

do labirinto, de forma diferente entre duas linhagens.

A atividade exploratéria da linhagem BALB/c, embora reduzida no segundo teste em
relacdo ao primeiro, ainda foi substancialmente maior que a atividade da linhagem Swiss. O
percentual do tempo de permanéncia nos bracos abertos (TA%?2) e o percentual de entradas
nos bracos abertos (EA%?2) foram signiﬁcativarnenté maiores nos grupos da linhagem
BALB/c, em relagdo aos grupos da linhagem Swiss (p < 0,001), com exce¢do do EA%?2 entre
os grupos submissos, INC/SW-S e INC/BC-S, cujo nivel de significincia foi (p < 0,01). As
alteragbes que merecem destaque foram as redugdes significativas da exploracdo dos bragos
abertos pelavlinhagem BALB/c e a variacio entre 0s indivfduos verificada pelo erro padrio da
média, o qual aumentou em todos oé grupos desta linhagem, quando comparados ao primeiro
teste. Na linhagem Swiss, os grupos que foram submetidos a interagdo agonistica
apresentaram uma redug@o pouco expressiva dos indices de explorag¢do dos bragos abertos, a
qual nfo teve significincia estatistica, e o erro padrdo nfo variou em relagdo ao primeiro teste.
Uma excecdo na linhagem Swiss e que também deve ser destacada, foi a redug@o significativa

dos indices de exploragdo dos bragos abertos, apresentada pelo grupo controle (CSS/SW).

A comparagdo entre as duas linhagens, da atividade exploratéria no segundo teste estd

representada graficamente nas figuras 13 e 14.
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Figura 13 - Percentuais do tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto’' em cruz elevado
(TA%1 e TA%?2), obtidos pela atividade exploratéria das linhagens Swiss e BALB/c. Comparagio entre
as duas linhagens (Média + EPM). Os sinais (#) indicam diferencas referentes ao TA%1, entre os grupos
da linhagem BALB/c e respectivos grupos da linhagem Swiss (p < 0,001). Os sinais (***) indicam
diferengas referentes ao TA%2, entre os grupos da linhagem BALB/c e respectivos grupos da linhagem
Swiss (p < 0,001).
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NUMERO DE ENTRADAS NOS BRACOS ABERTOS
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Figura 14 - Percentuais do nimero de entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado
(EA%1 e EA%?2) obtidos pela atividade exploratéria das linhagens Swiss € BALB/c. Comparagdo entre
as duas linhagens (Média + EPM). Os sinais (#) indicam diferengas referente ao EA%1, entre os grupos
da linhagem BALB/c e respectivos grupos da linhagem Swiss (p < 0,001). Os sinais (*) indicam
diferencas referente ao EA%?2, entre os grupos da linhagem BALB/c e respectlvos grupos da linhagem
Swiss. ** (p < 0,01); **x (p <0,001).



5 _DISCUSSAO

5.1 - Linhagem Swiss

5.1.1 — Titulos de Anticorpos Anti-HC nas Respostas Imune Primaria e Secundaria

Segundo a literatura as alteracdes nos diversos tipos de resposta imunolégica t€m
variado frente a uma diversidade de fatores intrinsecos as situacdes experimentais. Hardy et
al. (1990) verificaram que ratos dominantes, apds lutas intensas por 14 dias, apresentaram
uma resposta linfoproliferativa e uma produgio de IL-2 induzidas por mitégenos maior do que
a dos animais submissos, porém dentro dos mesmos niveis das respostas dos controles. Por
. outro lado, quando foi estabelecida a dominincia com uma interacdo menos agressiva, 0s
animais dominantes apresentaram uma resposta maior, ultrapassando inclusive os niveis dos
grupos controles. Os autores sugerem a existéncia de diferengas basais na fung¢@o imune entre
submissos e dominantes, sendo que o nivel de agressdo pode ser um fator importante,
interferindo inclusive na resposta imunolégica do dominante. Na mesma linha de raciocinio,
pode-se argumentar que na produgio de anticorpos da resposta imune priméria os animais que
interagiram por 14 dias (INC/SW) estavam sendo submetidos a uma rela¢do de confrontos,
de cuja situagio ainda ndo tinham um referencial, ou seja, uma situagdo desconhecida para
enfrentar. As altera¢des fisioldgicas ao estresse provocado pela situagdo nova e aversiva
interferiram de maneira mais acentuada na resposta dos animais submissos € provocaram uma

reduciio menos drastica nos dominantes, quando comparados com os controles. Na resposta
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imune secunddria, os animais dominantes parecem j4 ter um controle maior da situagdo e o
estresse parece interferir, porém desencadeando uma resposta compensatéria, comparada aos

controles e submissos.

Em nosso experimento ndo utilizamos uma avaliagdo mais detalhada  das
manifestagdes comportafncntais que pudessem . detectar caracteristicas indivi;iﬁais dentro de
cada grupo e, possivelmente, subdividi-los em mais subgrupos, inclusive os anirhais do grupo

| controlé. No entanto, com relacdo as atitudes comportamentais, a literatura também descreve
diferencas individuais entre os animais que formam 0 grupo dos derrotados (submissos) € os
vencedores (dominantes) de um confronto, claramente subdividindo esses grupos quanto as
respostas imunolégicas. Fleshner et al. (1989) verificaram posturas comportamentais
diferentes em ratos machos intrusos/submissos, podendo assim subdividi-los em dois grupos.
Nos animais submissos que exibiram mais o comportamento de submissdo, os autores
verificaram uma reducgdo significativa dos titulos de anticorpos IgG anti-KLH, quando
comparado a resposta dos animais mais reativos, embora a resposta tenha sido reduzida nos
dois subgrupos de submissos em relagéo aos controles. Stefanski (1998) subdividiu um grupo
de ratos submissos de acordo com as caracteristicas comportamentais frente aos dominantes.
Um subgrupo manifestou comportamento mais ativo, com menor grau de poSturas defensivas
e o outro manifestou um grau maior de posturas defensivas, refletindo um comportamento
mais passivo. Os subgrupos foram denominados pelo autor de subdominantes € submissos,
respectivamente. O subgrupo submisso apresentou maior redugdo da proliferagio de .células
T, in vitro, na presen¢a do mitégeno ConA. No sétimo dia de confrontos os submissos
aprésentaram aumento do ndmero total de leucdcitos, quando comparados aos controles € aos
subdominantes, redugdo da percentagem de linfécitos sobre o total de leucécitos, aumento do

nimero de granulécitos, aumento do percentual de granulécitos sobre o numero de leucécitos
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e aumento do niimero de linfécitos B no sangue. Ndo houve diferen¢a na quantidade de
linfécitos T auxiliadores (CD4) e citotdxicos (CD8). Apresentaram redugdo da percentagem
de células CD4 e CD8 sobre o niimero de linfocitos € aumento na percentagem de linf6citos B
sobre o nimero total de linfécitos. Baseado em outras evidéncias experimentais, o autor
. discute que as variagdes imunoldgicas entre os subgrupos podem refletir um prejuizo na
habilidade dos subtipos de linf6citos para migrar aos drgdos linféides especificos quando sdo
requeridos, estabelecendo assim, um prejuizo nos submissos no momento do encontro do
patégeno com células especificas tais como CD4, CD8 e células B. Os animais subdominantes
apresentaram reduc¢do no numero total de linfécitos, em relagdo aos controles e submissos.
Em nossos resultados, consideramos que as diferencgas ocorridas entre os grupos INC/SW e
CSS/SW nio podem ser desvinculadas das respostas dos subgrupos submissos e dominantes,
pois esses subgrupos compdem o grupo INC/SW e, com suas caracteristicas comportamentais
e fisioldgicas diferentes, dissimulam um resultado conjunto. Quanto a resposta imune
primdria que ocorreu depois de 7 dias da imunizagdo e dos confrontos didrios, podemos
comparar aos resultados obtidos por Fleshner et al.(1989), uma semana apds a imunizagio
com KLH. Podemos comparar com os resultados de Stefanski (1998), apdés 7 dias de
confrontos, quando ele verificou reducdo da percentagem de células T CD4 ¢ CD8 nos
subnﬁ;sos, em relacdo aos controles. E possivel ainda que exista diferencas entre cada
subgrupo do nosso experimento, sendo que entre os submissos talvez haja diferencas
comportamentais, as quais poderiam direcionar caracteristicas especificas nos padrbes da
resposta imunolégica, assim também, entre 0s animais que compuseram o subgrupo dos

dominantes.

Com relagdo aos animais do protocolo de 21 dias de interagdo agonistica ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos. Constatamos, entretanto, um aumento significativo dos
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titulos de anticorpos da resposta imune primdria, em relagdo aos animais do protocolo de 14
dias de interagdo. Na resposta imune secunddria ndo houve diferenca significativa entre os
animais de 21 dias e os animais de 14 dias de intera¢do. Os resultados apresentados pelos
animais do grupo .INL/SW e do CMS/SW-21, tanto na resposta imune primdria quanto na
secunddria, juritamente com os resultados da resposta imune secunddria do grupo INC/SW e
CMS/SW-14 parecem indicar que um periodo mais longo de estimulos estressantes induz
acOes fisioldgicas diferentes, cujos mecanismos ndo parecem promover apenas uma adaptagdo

do organismo, mas uma ativagdo que pode exceder as respostas normais.

Segundo Zalcman et al. (1988) , o perfodo de administragdo do antigeno em relagdo a
aplicagdo de um estressor é um fator que interfere na resposta imunoldgica. Assim,
camundongos que foram estressados com eletrochoques nas patas 72 horas apds a
estimulagdo antigénica com hemdcia de carneiro apresentaram uma redugfo das células
formadoras de placa (PFC) e dos titulos de anticorpos anti-HC. Quando os camundongos
foram recolécados em um local de sessGes prévias de estresse ao qual eles foram submetidos
duas semanas antes, também apreseﬁtaram redugﬁd da PFC e dos titulos de anticorpos anti-
hemécia de carneiro, mas somente quando a simulag8o do estressor foi aplicada 72 horas apés
a imunizagio. Imediatamente apds a imuniza¢do, a aplicagio dé um estressor ou uma situagio
simuladora do estressor foram capaze$ de provocar um aumento da resposta imune (Zalcman
et al., 1989). Zalcman & Anisman (1993) submeteram camundongos da linhagem CD-1 a
uma sessdo cronica por 13 dias de eletrochoques inescapdveis nas patas, aplicando um
antigeno 48 horas apés o término da sessdo e, 72 horas apds o inéculo do antigeno, os
camundongos foram submetidos mais uma vez ao eletrochoque. Com este protocolo foi

verificado um aumento dos titulos de anticorpos anti-HC e das células formadoras de placas

no bago. Em nossos grupos submetidos & intera¢@o agonistica por 14 dias houve uma redugdo
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da resposta imune primdria, observada no sétimo dia de interagdo. A relagdo temporal do
estimulo antigénico com o estimulo estressor em nosso experimento ndo € idéntica a relagéo
-.apresentada pelos autores acima, no entanto, parece existir um momento crucial para a
ativacdo do sistema imunoldgico, sobre o qual as alteracdes fisioldgicas induzidas pelo
estresse: estdo influenciando, no sentido de provocar uma redugdo da resposta imune. Nos
animais submetidos ao protocolo de interagéd curta, o estimulo estressante € aplicado no
mesmo dia da inoculagﬁo do antigeno, mas € seguido por seis dias. Portanto, no periodo de 72
horas de estimulagcdo antigé€nica, o organismo estd sendo influenciado ativamente pelo
estresse. Por outro lado, o protocolo de eletrochoques por 13 dias conduzido Zalcman &
Anisman (1993), assemelha-se ao protocolo dos animais que foram submetidos a 21 dias de
interacdo agonistica, no qual houve uma ativagdo mais prolongada dos sistemas fisiolgicos
pelo estresse antes do estimulo antigé€nico, sugerindo mais uma vez a interferéncia de
mecanismos, no sentido de provocar ndo apenas uma adaptacdo, como também uma aumento
da resposta imune. A sugestao feita pelos aufores é que pode estar existindo uma adaptacdo ou
dessensibilizagdo das células do sistema imune aos hormonios liberados durante o estresse
crénico. E discutida também a possibilidade de diferentes sistemas de neurotransmissio
estarem influenciando diferencialmente os mecanismos imunolégicos. Foi verificado por
Sandi,et al.(1992) que na resposta proliferativa in vitro, os> linfécitos ndo tiveram alteragdo da
sensibilidade aos hormonios do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal apds estimulos cronicos de
estressores. Shanks (1990) verificou que a adaptagdo ao estresse cronico ndo estd relacionada
a redugdo dos niveis hormonais do eixo HPA. Assim, estes mecanismos diferenciados talvez
possam estar interferindo no aumento da resposta imune nos grupos que sofreram interag@o

agonistica por 21 dias.
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Sob outro 4ngulo, deve ser considerado que o estimulo estressante pode ser um fator
preponderante na ativag@o dos sistemas orginicos. O estimulo psicossocial provocado pela
interacdo agonistica deve desencadear respostas' neurofisiolégicas um pouco diferentes, ja
que, pelo menos para os animais dominantes ou subdominantes a interagdo social nfo se
configura em um estressor incontroldvel, como € o caso do eletrochoque inescapdvel utilizado
nos experimentos conduzidos por Zalcman & Anisman. O estimulo estressante utilizado em
nosso experimento possibilitou a distingdo de caracteristicas comportamentais que interferem
distintamente nas respostas fisiolégicas. Raab et al. (1986) verificaram que ratos submissos
apresentam niveis plasmaéticos de corticosterdides significativamente maiores que os niveis
de animais dominantes ou controles. Possivelmente, além do aumento nas concentragdes de
corticosteréides, os componentes do sistema imune de animais submissos também apresentem
mecanismos mais sensiveis a esses hormdnios, os quais podem estar inﬂuenciando nas
alteragOes verificadas tanto na resposta imune primdéria quanto na secunddria dos animais

submissos do gnipo INC/SW.

Nos grupos experimentais qﬁe presenciaram a interacdo agonistica por 14 e 21 dias,
CMS/SW-14 ¢ CMS/SW-21, respectivamente, as respostas sugerem uma tendéncia da
resposta imunolégica na mesma dire¢do dos respectivos grupos que interagiram. No grupo
CMS/SW-14, comparado ao grupo controle, verifica-se uma reducdo da resposta imune
primdria, mas a diferenga estd & margem do nivel estatisticamente significante. Comparando
com o grupo INC/SW, cujo protocolo da administragdo do antigeno foi o mesmo, verificamos
que a resposta imune priméria do grupo INC/SW-14 estd quase no mesmo nivel daquele
grupo. Devemos ressaltar que as alteragdes psicolégicas determinadas pela situacdo de
interacdo agonistica e que possibilitam destacar entre dominantes € submissos ndo sdo as

mesmas que estdo presentes nos animais que apenas foram influenciados pelos fatores
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associados com 6 ambiente ao qual foram submetidos, como o cheiro e a vocalizagdo dos
animais interagentes. Se tivéssemos utilizado algum parmetro para distinguir caracteristicas
individuais, talvez pudéssemos extrair um subgrupo a partir do grupo CMS/SW-14, com
uma redu¢do mais marcante na resposta imune, como no caso dos submissos do grupo
INC/SW. Na resposta imune secunddria, mesmo que o grifico da média geométrica da
populacdo no grupo CMS/SW-14 sugira um éumento em relacdo aos demais grupos, esta
diferenca ndo € estatisticamente significante. Cabe informar. que o nimero de animais neste
grupo ficou um pouco reduzido e houve também uma variagdo maior das respostas
individuais, o que levou a uma distor¢do da média a partir do contingente da populagdo. O
tamanho da amostra talvez seja o fator preponderante, ji& que uma amostra maior
possivelmente permitiria uma média que mostrasse melhor a realidade populacional. Mesmo
considerando um pequeno desvio da amostra , a estatistica mostra que a resposta imune
secundéria deste grupo estd dentro dos niveis dos demais grupos que interagiram por 14 dias,

os quais ndo diferiram do grupo controle.

No grupo CMS/SW-21, a resposta imune primdria e secundéria estd dentro dos limites
do grupo INL/SW, cujos sinais emitidos durante a interacdo agonistica, serviram como

estimulo estressor para este grupo.

Para os grupos experimentais CTMS-14 e CTMS-21 os sinais emitidos pelos
animais interagentes, como odores e sons, parecem ter servido como estimulo estressante,
induzindo-os ao estresse psicossocial. A literatura descreve que estressores moderados como
estes, induzem alteragdes nas respostas imunoldgicas. Segundo Zalcman et al. (1991), animais
submetidos aos odores emitidos pelos animais estressados por iluminag¢do moderada dentro do

alojamento apresentaram uma redug@o das células formadoras de placas no bago e dos titulos
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de anticorpos anti-hemdcia de carneiro. A exposi¢do de animais aos odores emitidos por
camundongos submetidos ao estresse através de eletrochoques nas patas diminuiu a producéo
de IL-2 estimulada peia ConA, reduziu a resposta das células NK e aumentou os titulos de
anticorpos IgM e IgG anti-KLH (Cocke et al., 1993). Cabe destacar que a inoculagdo do
antigeno KLH no experimento conduzido por esses autores foi conduzida 24 horas antes do
estimulo estressante, uma relagdo temporal Que se aproxima daquela apresentada nos
experimentos conduzidos por Zalcman et al. (1991), onde imediatamente apds a inoculagéo
do antigeno o estimulo estressante foi capaz de provocar um aumento da resposta imune

humoral.

5.1.2 — Atividade Exploratéria no Labirinto em Cruz Elevado

Os indices extraidos da atividade exploratéria nos bracos abertos do labirinto em cruz
elevado foram baixos, quando comparados com outras linhagens de camundongos descritas
na literatura. Trullas & Skolnick (1993) testaram 16 linhagens de camundongos e detectaram
entre elas uma variacio de 90% a 2% no percentual do tempo de permanéncia nos bragos
abertos , € 80% a 5% no percentual de entradas nos bragos abertos. A linhagem Swiss ndo foi
testada pelos autores acima, mas pode ser caracterizada como uma linhagem reativa, de
intermedidria a alta, de acordo com a classificagdo em relacdo ao nivel de exploragdo dos

bragos abertos apresentado pelas 16 linhagens do experimento conduzido pelos autores acima.

Quanto aos grupos experimentais da linhagem Swiss testados em nosso experimento,

os testes ndo detectaram diferencas significativas. E importante notar que houve um nivel
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relevante de variagdo entre os individuos de cada grupo, o qual pode ser observado pelo erro
padrdo da média. Cabe, portanto, enfatizar que existem diferengas comportamentais entre os
individuos da mesma linhagem, cujas caracteristicas, se fossem computadas poderiam
destacar subgrupos dentro de cada grupo experimental observado. Ferrari et al. (1998)
avaliaram na linhagem Swiss, seis grupos diferentes, observando a situa¢do social a qual
foram submetidos e o comportamento apresentado pelos individuos. Testando-0s no labirinto
em cruz elevado, os autores detectaram algumas diferengas entre os grupos, quais sejam:
animais dominantes apresentaram um grau de ansiedade maior que os controles e bem maior
que os submissos, apresentando também um aumento significativo com relagdo aos animais
que apenas reagiam aos ataques, mas ndo atacavam espontaneamente. Em nosso experimento
verificamos que a atividade exploratéria dos submissos no primeiro teste, tanto do grupo
INC/SW quanto INL/SW, foram maiores, ou seja, exploraram mais os bragos abertos que os
seus pares dominantes, embora as diferengas entre eles ndo tenham sido consideradas
significativas pelos testes estatisticos. Portanto, uma andlise que pudesse inferir as
caracteristicas comportamentais antes do primeiro teste no labirinto possivelmente teria
evidenciado elementos para destacar subgrupos mais agressivos entre os animais dominantes
e mais passivos entre 0s submissos, cujas diferencas também pudessem influenciar a

»

atividade exploratéria no labirinto, a exemplo do que foi verificado pelos autores acima.

Diversos autores tém observado alteragdes significativas no segundo teste em relagdo
ao primeiro no labirinto em cruz elevado, em linhagens variadas de ratos € camundongos.
Uma redugdo significativa do percentual do tempo e de entradas nos bragos abertos tem sido
observada nos testes subseqiientes ao primeiro (Treit et al., 1993; Holmes & Rodgers, 1998).
Essas alteragOes ndo sdo precedidas de variagOes ambientais que possam efetivamente alterar

o comportamento ou a atividade fisioldgica dos animais. Portanto, estdo sendo atribuidas
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principalmente a experiéncia obtida no primeiro teste, sugerindo assim, a ado¢do de um
comportamento desenvolvido a partir da memdria do animal em relag¢@o a situagdo anterior

(Holmes & Rodgers, 1998).

E importante destacar que o primeiro teste no labirinto em cruz elevado no presente
trabalho foi realizadd antes de iniciar os testes de interacdo agonistica. Portanto, a atividade
exploratéria ndo teve influéncia de outro elemento que pudesse interferir no comportamento,
além do estimulo aversivo do préprio labirinto. No entanto, o isolamento dos animais € um
fator relevante na determinac¢do do comportamento agressivo. Hilakivi-Clarke & Lister (1992)
verificaram que o isolamento por sete dias antes do agrupamento foi mais incisivo em detectar
camundongos alfas dentro de um grupo, do que quando os animais eram agrupados sem
passar por um periodo de isolamento. Em todos os grupos que passaram por um periodo de
isolamento de sete dias, foi detectado um camundongo alfa, enquanto que em oito grupos de
animais que ndo passaram pelo periodo anterior de isolamento, somente um alfa foi observado
em um dos grupos. Todavia, 0 comportamento exploratério no labirinto em cruz elevado nédo
foi diferente entre alfas e submissos, antes ou depois do agrupamento dos animais € também
ndo foram diferentes as atividades exploratdrias em outros tipos de testes comportamentais
realizados antes do agrupamento. Assim, Os autores sugerem que as caracteristicas que
distinguem animais dominantes de submissos ndo sdo aparentes por alguma manifestacdo
comportamental antes da interagdo agonistica. Ndo obstante, em nosso experimento, cujos
animais ficaram isolados por um perfodo de 30 dias, os dominantes tiveram uma reducio
mais acentuada do comportamento exploratério nos bragos abertos do labirinto em relagio aos
submissos, embora sem significincia estatistica. Talvez, o tempo de isolamento seja um fator
importante na determinacdo das caracteristicas comportamentais entre dominantes e

submissos. Rodgers & Cole (1993) verificaram que o isolamento por duas semanas reduziu
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modestamente a expressdo da ansiedade em camundongos da linhagem DBA/2. O nivel de
ansiedade ndo foi correlacionado com a agressdo, pois o isolamento provocou um aumento no
comportamento agressivo dos animais. O isolamento por 24 horas aumentou o nivel de
ansiedade em camundongos da linhagem Swiss-Webster ; contudo conforme j4 citado acima,
camundongos com posturas marcantes de submissdo apresentaram uma reduc@o na ansiedade

em relacdo aos animais dominantes (Ferrari et al., 1998).

Em nosso experimento verificamos no segundo teste uma reducéo significativa no
percentual de tempo e de entradas nos bragos abertos, no grupo CSS/SW e no percentual de
tempo nos bragos abertos nos animais submissos de grupo INL/SW. Quanto aos demais
grupos experimentais, a redu¢do da atividade exploratéria no segundo teste ndo foi
significativa. Os resultados sugerem que o estresse psicossocial provocado pela interagdo
agonistica, ndo obstante ter provocado um aumento do nivel de ansiedade nesses animais,
parece estar interferindo no processamento da memoéria dos mesmos. Quanto aos animais
submissos do grupo INL/SW, ndo temos subsidio para inferir se a redug@o do percentual do
tempo de permanéncia nos bragos abértos € devida a uma recuperagdo da memoria ou se o
estresse provocou uma alteracdo no comportamento, diferenciada dos demais grupos.
Avgﬁstinovich et al. (1997), detectaram uma redugdo da atividade exploratéria do animais
submissos no labirinto, mas somente no nimero de entradas nos bragos abertos € no niimero
total de entradas. Essas redugdes foram acentuadas com o aumento do tempo de interagdo
agonistica, de 10 para 20 dias. Considerando evidéncias de outros pesquisadores, os autores
acima sugerem que um tempo maior de interac@o agonistica pode ter desenvolvido um
comportamento nos submissos, mais relacionado a um estado depressivo do que tipicamente
de ansiedade. Na linha de raciocinio desses autores, podemos sugerir que, independentemente

de uma possivel perda de memdria nos animais submissos de INL/SW, a alteracdo
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comportamental pode estar direcionada ao desenvolvimento de um estado psicolégico

diferente daquele apresentado no primeiro teste de ansiedade.

5.1.3 - Ansiedade e Resposta Imune

A correlagdo entre a resposta obtida no labirinto em cruz elevado e a resposta imune
humoral nos animais do grupo controle (CSS/SW) mostra que quanto maior o nivel de
ansiedade no primeiro teste, maior a resposta imune humoral secunddria. Embora essa
correlagﬁo ndo tenha sido significativa nos animais dominantes de 14 dias (INC/SW-D),

existe uma tendéncia na mesma dire¢do do grupo controle.

A linhagem Swiss é uma linhagem bastante agressiva e apresenta um grau de
ansiedade bastaﬁte alto, quando comparada a outras linhagens. Embora ndo considerado
significativo pelos testes estatisticos, o grau de ansiedade do grupo dominante é maior em
relagdo aos outros grupos. Segundo Devoino et al. (1993), os animais dominantes de uma
linhagem mais agressiva tiveram um aumento na quantidade de células formadoras de rosetas
e de células formadoras de placas em resposta a hemécia de carneiro, quando comparados aos
animais do grupo controle; enquanto que os animais submissos ndo apresentaram alteragdo da
resposta imune. Em uma linhagem menos agressiva, os animais dominantes ndo apresentaram
alteragdo da resposta, enquaﬁto que os submissos tiveram uma reducio da resposta imune,
quando comparados aos controles. Os autores discutem sobre a possibilidade de uma alteragdo

nos sistemas de neurotransmissdo dopaminérgica e serotonérgica, sugerindo uma maior
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ativagdo dopaminérgica nos animais dominantes da linhagem mais agressiva € uma maior

ativagdo serotonérgica nos animais submissos da linhagem menos agressiva.

O sistema dopaminérgico tem apresentado efeitos e variaghes comportamentais
relacionados & agressdo e ansiedade, diferenciados e as vezes opostos entre os trabalhos
mostrados na literatura. A ativagdo dos diferentes reéeptores parece provocar respostas
comportamentais variadas que vd3o desde uma inespecificidade no comportamento
exploratério até alteracOes na atividade locbmotora, posturas de atengdo e vigilia em relagdo a
uma situagdo ambiental e alteracdo no nivel de ansiedade de ratos e camundongos. Rodgers et
al. (1994) testaﬁdo agonistas e antagonistas para os receptores D1 e D2 observaram
juntamente com efeitos inespecificos detectados por agonistas e aﬁtagonistas para os dois

receptores, um efeito ansiolitico, induzido pelo Sulpiride, um antagonista para o receptor D2.

Nos experimentos conduzidos por Tidey & Miczek (1996), ratos derrotados
socialmente -apresentaram um aumento nas coﬁcentragées de dopamina no niicleo acumbens e
no cértex pré-frontal, durante e depois da ameaga de derrota social. Os niveis aumentados de
dopamina no niicleo acumbens se manifestaram durante os periodos de vigilancia e orientagdo
do intruso em dire¢do ao residente. Os autores sugerem a possibilidade de uma ativagdo
dopan;inérgica correlacionada a um aumento da ateng¢do ou ativag@o de processos cognitivos

para lidar com o estressor.

A ativagio dopaminérgica do nicleo acumbens também foi associada com o aumento
da atividade locomotora, mas a administragdo de algumas drogas ansiogénicas aumentou a
concentragdo de dopamina no nicleo acumbens sem alterar a atividade locomotora

(McCullough and Slamone, 1992).
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Sido fatores importantes que interferem na regulagio da agressdo animal pelo sistema
dopaminérgico, a espécie, linhagem, a situac@o e as doses expefimentais. A agress@o parece
ser facilitada com baixas doses e inibida com altas doses de catecolaminas (Kudryavtseva,
1997). Nikulina & Klimek (1993) verificaram que a agressividade induzida em camundongos
pela clonidina era potencializada por agonistas ou reduzida por antagonistas dopaminérgicos,
sugerindo que a a¢do da clonidina era mediada por receptores dopaminérgicos. Os resultados

variaram de acordo com a linhagem do camundongo.

Nistico et al. (1994), verificou que o SKF 38393, um agonista seletivo do receptor D1
da dopamina, microinfundido na amigdala central, aurﬁentou a resposta proliferativa de
esplenécitos, estimulada pela ConA. A administracdo do SCH 23390, um antagonista
especifico para o receptor D1, reduziu significativamente os efeitos do SKF 38393, sugerindo
que os neurdnios dopaminérgicos da amigdala modulam a atividade do sistema imunolégico.
Os efeitos foram dependentes da dose e ndo se manifestaram quando a resposta proliferativa

foi induzida por outro mitégeno, a LPS, e também n&o alterou a atividade das células NK.

A destruicdo eletrolitica de 4reas cerebrais que contém corpos celulares
dopaminérgicos e regides terminais do sistema limbico, como os ntcleos caudado e
acumbens, resultaram na reducio de anticorpos anti-HC em ratos, sugerindo que essas dreas

estejam envolvidas no mecanismo de neuroimunomodula¢do (Devoino et al. (1997).

Nossos experimentos mostram que os animais dominantes do grupo INC (INC/SW-D)
tiveram um aumento da resposta imune humoral secundéria. Reportando-nos & descrigdo da
literatura, os resultados apresentados pelo grupo INC/SW-D parecem estar relacionados a
uma ativagfo do sistema dopaminérgico, pois a resposta obtida no primeiro teste do labirinto

em cruz elevado, apesar de ndo diferir significativamente dos demais grupos, revela uma
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tendéncia a um aumento dos niveis de ansiedade nesses animais. Outro fator importante € o
fato de que os animais dominantes da linhagem Swiss apresentaram um comportamento

altamente agressivo nos testes de interagdo agonistica.

A correlacdo entre o nivel de ansiedade e a resposta imune humoral apresentada pelos
animais dominantes do grupo INC e pelo grupo controle (CSS) parece indicar que o sistema
dopaminérgico esté relacionado com um aumento da resposta imunolégica, em conformidade
com a sugestdo feita por outros autores (Devoino et al., 1993; Nistico et al., 1994; Devoino et
al., 1997). Portanto, podemos suspeitar fortemente que na linhagem Swiss, o sistema
dopaminérgico € ativado nos animais mais agressivos, culminando em um aumento na
resposta imunolégica. O tempo relacionado entre a ativagdo do neurotransmissor e a alteragéo
da resposta imune humoral parece indicar que a dopamina esteja atuando em outras vias que
atuam sobre as células imunolégicas, desencadeando uma alteragdo mais tardia, cujo perfodo

coincide com o aumento da resposta imune secundéria nos animais dominantes de interagéo

curta.

O padrao da resposta imune primdria e secunddria verificado nos grupos de 21 dias
(CMS/SW-21, INL/SW-D e S), parece indicar que esteja ocorrendo uma adaptagao fisioldgica

nesses animais apds um periodo prolongado de estresse psicossocial.

Os animais submissos do grupo da linhagem Swiss que interagiu por 14 dias
apresentaram uma correlagdo positiva entre a resposta imune humoral e os indices do labirinto
em cruz elevado. Apesar de o teste estatistico mostrar significdncia apenas na correlacdo entre
os titulos da resposta imune secunddria e o tempo de permanéncia nos bragos abertos no
primeiro teste, os demais indices de correlagdo foram bastante expressivos, indicando uma

tendéncia a uma correlagdo positiva entre todos os testes dos dois experimentos. Esta
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correlacdo positiva indica que os animais submissos menos ansiosos apresentaram maiores

titulos de anticorpos.

Segundo a literatura, animais derrotados socialmente apresentam uma maior atividade
serotonérgica centfal que os animais dominantes. A investigacdo sobre o sistema
serotonérgico tem mostrado alteracdes variadas, as quais parecem depender da dose do
neurotransmissor, do receptor e da regido cerebral onde o receptor € ativado ou bloqueado.
Em ratos derrotados socialmente foi verificado aumento dos niveis plasmdticos de
corticosteréides e aumento da atividade serotonérgica em vdrias dreas limbicas do sistema
nervoso central (Blanchard et al., 1993). Os corticosterdides e o estresse aumentam o
metabolismo da serotonina entre o niicleo da rafe e o hipocampo (De Kloet ef al., 1982) e
reduzem os receptores do tipo 5-HTa no hipocampo (Mendenson & McEwen, 1992 apud
Korte et al., 1995). A injecio sistémica de baixas doses de 8-OH-DPAT, um agonista para o
receptor 5-HTa, reduziu os niveis plasméticosb de corticosterona em ratos derrotados
socialmente; quando comparado aos animais controles (Korte et al., 1995). Em camundongos,
a agressdo aumentada pelo dlcool foi reduzida por dois agonistas do receptor 5-HT1 A, 0 8-OH-
DPAT e o flexinosan, os quais também reduziram a agressdo ndo induzida pelo dlcool
(Miczek et al., 1998). A administragdo do 8-OH-DPAT no ntcleo dorsal da rafe de ratos
provocou um efeito ansiolitico somente no segundo teste do labirinto em cruz elevado,
enquanto que o tertatolol, um antagonista do receptor 5-HTa, antagonizou os efeitos do
agonista, provocando um efeito ansiogé€nico. No hipocampo ventral, o 8-OH-DPAT provocou
um efeito ansiogé€nico e ndo foi antagonizado pelo tertatolol, o qual, sozinho, provocou um
efeito ansiolitico que ndo foi antagonizado pelo 8-OH-DPAT. No nucleo medial da rafe, o 8-
OH-DPAT provocou um efeito ansiolitico no primetro teste do labirinto em cruz elevado (File

& Gonzalez, 1996). Em ratos selecionados geneticamente pelo comportamento de alta ou
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baixa agressividade na rea¢dio de defesa contra humanos, foram verificadas diferengas nas
densidades dos receptores 5-HT;a no cértex frontal, hipotdlamo e amigdala. Os ratos
selecionados para baixa agressividade apresentaram uma densidade maior dos receptores

5-HT)a nessas regides limbicas (Popova et al., 1998).

Em um modelo tedrico para as agdes cerebrais da serotonina discutido por Graeff et al.
(1996), foi sugerido vias centrais e receptores diferenciados, os quais sdo ativados ou
bloqueados conforme a situagdo comportamental. Verificou-se que os corpos celulares
serotonérgicos do nicleo dorsal da rafe enviam axo6nios & amigdala. A serotonina liberada na
amigdala ativa os receptores S5-HT2a, 5-HTyc e 5-HTj3, facilitando os comportamentos de
escape ativo ou esquiva diante de uma ameaga potencial. Os corpos celulares do niicleo dorsal
da rafe também enviam axOnios a substincia cinzenta periaquedutal, inibindo
comportamentos mais primitivos, como a fuga e a luta inatas, eliciadas por perigo préximo,.
dor aguda ou asfixia, as quais ﬁodem ser relacionadas a desordens de pénico. Os corpos
celulares sefotonérgicos no nlicleob medial da rafe enviam axdnios ao hipocampo. Neste local,

através dos receptores 5-HT)a, a serotonina reduz os eventos aversivos, possibilitando uma

resisténcia ao estresse cronico.

:As pesquisas especulam sobre quais as regides serotonérgicas sdo ativadas em
situagdes experimentais que envolvem alteracdo do comportamento e/ou administragdo de
agonistas e antagonistas dos receptores serotonérgicos, pois os nucleos da rafe contém auto-
receptores  somatodendriticos, cujos agonistas e antagonistas podem promover,
respectivamente, a inibi¢do ou a liberagdo da serotonina para os neurdnios pés-sindpticos
localizados em diversas regides limbicas, incluindo o hipocampo € a arrﬁgadala. Assim, uma

ativacdo dos receptores 5-HT ;5 pré-sindpticos por agonistas parece reduzir a liberagdo de
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serotonina para os neurdnios pds-sindpticos, cujo efeito parece ser revertido por antagonistas

desses receptores .

A lesdo eletrolitica do nicleo medial da réfe provocou uma redugdo da proliferacio
das pélulas do bago de ratos estressados, induzida pela ConA (Graeff et al., 1996). Um
bloqueio na neurotransmissdo serotonérgica do niicleo medial da rafe ao hipocampo leva a um
aumento da ativagdo serotonérgica a partir das células pds-sindpticas hipocampais. Portanto, a
reducdo da resposta proliferativa das células do bago sugerem um efeito inibidor da serotonina

hipocampal, induzido pelo aumento da atividade serotonérgica hipocampal.

A estimulacdo antigénica em animais € descrita como sendo um fator qule altera a
atividade serotonérgica central. Gardier et al. (1994) observaram uma reducio nos niveis de
serotonina no cértex frontal e no hipotdlamo, coincidindo com o pico da resposta imune
humoral & hem4cia de carneiro e ao antigeno KLH, no quarto dia da imunizagdo. A serotonina
e o seu precursor, o triptofano, administrados subcutaneamente 30 minutos antes da
- imunizag¢&o com hemdcia de carneiro em camundongos da linhagem CBA, foram capazes de
reduzir os niveis de IgM e IgG na resposta imune humoral primdria e aumentar as
concentragdes plasmdticas de corticosterona (Ja&kson et al., 1985). No mesmo experimento,
a adrﬁinistragﬁo de uma droga que limita a sintese de serotonina a partir do triptofano, a
paraclorofenilalamina (PCPA) suprimiu os efeitos da serotonina e do triptofano, mas ndo
reduziu os niveis de corticosteréides. Portanto, os autores sugerem que a supressio da
resposta imune observada nesse experimento foi mediada diretamente pela serotonina, ndo

envolvendo obrigatoriamente os mecanismos centrais da serotonina.

Os resultados apresentados na literatura, tanto da atividade comportamental quanto na

atividade imunoldgica sugerem fortemente que a atividade da serotonina central estd
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relacionada com ativagdo do comportamento, cujas respostas parecem depender da situagdo a
qual o individuo € submetido, mas também indica que a base genética é um dos fatores mais
relevantes na determinagio das alteracSes neurofisioldgicas que acompanham processamento

da resposta comportamental.

Os animais submissos do grupo de interagdo curta da linhagem Swiss apresentaram
uma reducdo da resposta imune humora1 primdria, mas somente em relagdo aos animais
controles, pois os dominantes tiveram uma resposta imune priméria reduzida, embora a
diferenca estatistica em relacdo aos controles ndo tenha sido significativa. A resposta imune
secundédria dos animais submissos ndo atingiu os niveis dos animais controles, porém a
diferenca entre eles nao foi significativa, indicando que o efeito do estresse sobre a resposta
imune secunddria nos submissos foi mais moderado. Entretanto, os animais dominantes
tiveram um aumento da resposta imune secunddria que ultrapassou os niveis dos animais
controles e diferiu signiﬁcativémente dos submissos. Parece entdo, que as diferengas entre
dominantes. e submissos sio mais atribuidas 2 resposta compensatéria dos animais
donﬁnanteg, do que a uma resposta suprimida dos submissos. -Assim, reportando-nos as
fun¢des sugeridas para a serotonina, podemos suspeitar que houve uma alteracdo na atividade
desse neurotransmissor nos animais submissos, porém a atividade dopaminérgica parece ter
sido envolvida com mais €nfase nos dominantes do que é atividade serotonérgica nos
submissos. Os animais submissos do protocolo de 21 dias de interagdo ndo apresentaram
alteragdo da resposta imune e também nfo houve uma correlag@o entre os niveis de ansiedade
e a resposta imune humoral, assim também em todos os grupos desse protocolo. A resposta
imune primdria dos animais de intera¢do longa contribuiu com a possibilidade do sistema
serotonérgico estar sendo acionado por um curto periodo, predominando posteriormente a

atividade do sistema dopaminérgico na linhagem Swiss.
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5.2 - Linhagem BALB/c

5.2.1 - Titulos de Anticorpos Anti-HC nas Respostas Imune Primaria e Secundaria

Karp et al. (1993) observaram qué animais da linhagem BALB/c alojados
individualmente por um periodo de 14 dias ndo mostraram diferenga na resposta imune
primdria de anticorpos, medida em diferentes periodos apds a imunizagéo com KLH, quando
comparados aos animais alojados em grupo. No entanto, na resposta imune secunddria os
animais alojados individualmente apresentaram titulos de anticorpos IgM significativamente
maiores que os animais alojados em grupos de 4 animais por caixa. Os titulos de anticorpos
IgG n3o foram diferentes entre os grupos experimentais e foram bem maiores que os titulos de
IgM, aprese_ntando também uma tendéncia a um aumento de IgG ap6s um periodo maior de
imuniza¢do secunddria nos animais alojados individualmente. Assim, os resultados dos
autores acima e a modesta redugiio dos titulos de anticorpos secunddrios apresentada pelos
animais que sofreram o estresse de interac;ﬁd agonistica parecem indicar que o sistema imune
da linhagem BALB/c responde lentamente e de forma moderada a esses eventos estressantes.
No grupo INC/BC o confronto entre as duplas foi estabelecido sob pouca agressividade, uma
caracteristica dessa linhagem. Portanto, o estresse e as conseqiientes alteragdes fisiol6gicas
desencadeados a partir destas condigdes, possivelmente podem estar relacionados as pequenas

interagdes que ocorrem com os animais alojados em grupos.

Sob outro 4ngulo, também podemos confrontar os nossos resultados com os de autores

que utilizaram outras linhagens, mas distinguiram entre 0s comportamentos mais ativos e
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mais passivos, subdividindo os animais submissos (Fleshner et al., 1989; Stefanski et al.,
1998). Observando atentamente a resposta imune secunddria na linhagem BALB/c,
verificamos que, embora ndo significativa, hd uma reducdo nos animais que sofreram
interag@o, sendo mais acentuada a redu¢io nos animais submissos, enquanto que os animais
dominantes apresenfaram um aumento da resposta em relagcdo ao nimero total de animais que
interagiram. Podemos especular, portanto, éue se tivéssemos subdividido os grupos
dominantes e os submissos de acordo com as caracteristicas individuais dentro de cada um

desses grupos, talvez tivé€ssemos detectado uma acentuacgio das diferencas entre os grupos.

5.2.2 - Atividade Exploratoéria no Labirinto em Cruz Elevado

O nivel de exploragdo dos bragos abertos apresentado pelos animais da linhagem
BALB/c indicam um grau de ansiedade bastante reduzido, quando comparado a outras
linhagens de camundongos, descritas na literatura que aborda a ansiedade através do labirinto
em cruz elevado. Entre as 16 linhagens testadas no trabalho de Trullas & Skolnick (1993), as
linhagens BALB/cj e BALB/cByj apresentaram os maiores percentuais de tempo e de
entradas nos bragos abertos, sendo classificadas respectivamente, como ndo reativa e reativa
de intermedidrio a baixo. No primeiro teste do labirinto, a linhagem BALB/c testada em nosso
experimento apresentou um comportamento semelhante ao da linhagem BALB/cByj testada

no experimento dos autores acima.

No segundo teste de ansiedade, todos os grupos experimentais apresentaram uma

reducdo significativa dos percentuais de tempo e de entradas nos bragos abertos. De acordo
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com a literatura, esta reducdo no segundo teste parece relacionar-se a uma sensibilizacdo dos
animais desenvolvida a partir do primeiro teste, indicativo de uma ativagio da memdria

(Holmes & Rodgers, 1998). : ‘

Considerando que as diferengas entre o primeiro e o segundo testes sfo proporcionais
as diferencas observadas em outros experimentos descritos na literatura, parece-nos mais
sensato raciocinar na dire¢do de que o estresse psicossocial ndo estd interferindo
prioritariamente nas alteracdes dos niveis de ansiedade desta linhagem. Por outro lado,
também podemos suspeitar de uma sobreposi¢do de efeitos. O efeito comportamental
induzido por uma situagdo pode ter mascarado o efeito comportamental da outra. Uma vez
que possivelmente os efeitos comportamentais manifestaram-se na meéma direcdo,

impossibilitando-nos de fazermos uma distin¢8o das duas situages.

Nio podemos deixar de destacar a pouca agressividade apresentada pela linhagem nos
testes de interagdo agonistica, o que também pode ser um fato relevante, no sentido de néo ter
interferido tdo intensamente nos efeitos provocados por um estimulo aversivo de uma situagio

diferente que é o caso do labirinto em cruz elevado.

5.2.3 - Ansiedade e Resposta Imune

Os indices obtidos no teste de correlagdo entre os niveis de ansiedade e a resposta
imune humoral ndo sugerem uma interagdo entre o comportamento do animal e a resposta
imunolégica nessa linhagem. E importante lembrar que os animais da linhagem BALB/c

apresentaram um nivel reduzido de agressdo, comparado aos animais da linhagem Swiss. A
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média da atividade exploratéria nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado e a reduzida
variagdo comportamental entre os animais da linhagem BALB/c sugerem uma

homogeneidade na populacdo que transcende ao complexo de histocompatibilidade principal.

5.3 — Comparacao entre as Caracteristicas Observadas na Linhagem Swiss e na

Linhagem BALB/c

5.3.1 - Caracteristicas Comportamentais

Constatamos entre as duas linhagens estudadas, diferencas bastante significativas com
relagdo as caracteristicas comportamentais, as quais nos levam a suspeitar de variagdes

genéticas relevantes para estas caracteristicas.

Na linhagem Swiss foi observado um nivel de agressividade bem maior que na
linhagem BALB/c. Como ja mencionado anteriormente, ndo utilizamos medidas objetivas
para quantificar o grau absoluto de agressividade a partir das atitudes comportamentais.
Todavia, podemos afirmar, a partir das observagdes nas sessdes de interagdo agonistica que a

diferenca € significativa entre as linhagens.

Por outro lado, o comportamento de baixa agressividade na linhagem BALB/c ndo
pareceu relacionar-se com comportamento de passividade da dupla. Mesmo apresentando
pouca agressividade, ainda foi possivel distinguir os dominantes e os submissos da dupla.

Paralelamente, a atividade exploratéria no labirinto em cruz elevado revelou um nivel de
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exploragio bastante alto, o qual diferiu significativamente, nio s6 da linhagem Swiss testada
em nosso experimento, quanto de outras linhagens testadas em outros experimentos (Trullas
& Skolnick, 1993; Conti et al., 1994; Rodgers et dl., 1993). O nivel de ansiedade da linhagem
BALB/c, conforme detectado pela resposta exploratéria no labirinto em cruz elevado foi

significativamente menor que o nivel de ansiedade da linhagem Swiss.

5.3.2 — Resposta Imunolégica

Na resposta imune primdria, os titulos de anticorpos anti-HC foram significativamente
maiores no grupo controle da linhagem Swiss (CSS/SW) que no grupo controle da linhagem
BALB/c (CSS/BC); Na resposta imune secunddria, verificamos que os titulos de anticorpos
anti-HC nos animais dominantes da linhagem Swiss foi significativamente maior que nos
animais dominantes e submissos da linhagem BALB/c, enquanto que 0s animais submissos da

linhagem Swiss ndo apresentam diferenga com relagdo aos animais da linhagem BALB/c.

| A diferenga na resposta imunoldgica entre as linhagens, a principio ndo parece refletir
uma alteragdo exclusivamente a partir das diferencas nas rea¢des comportamentais ao
estimulo estressante, jd que ocorre entre 0s grupos controles na resposta imune primdria. Na
resposta imune secunddria, o que se verifica € um aumento da resposta dos animais
dominantes da linhagem Swiss, enquanto que os grupos da linhagem BALB/c ndo apresentam
diferencas nas alteragGes da resposta imune secunddria em relagfo a primdria entre os grupos
da linhagem. As variaghes na resposta imunoldgica verificadas entre as duas linhagens

parecem ser inicialmente atribuidas a diferencas genéticas bésicas no préprio sistema imune.
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Secundariamente, ndo podemos desconsiderar alguma altera¢do no mecanismo fisiolégico,
intrinseca as caracteristicas comportamentais dos animais dominantes da linhagem Swiss, as
quais variaram, possivelmente como resultado da situagdo de confrontos a que foram

submetidos.

Se considerarmos a tendéhcia da resposta secunddria na linhagem BALB/c e
compararmos com a resposta obtida por Karp er al. (1993), podemos pensar em um padrdo de
resposta na direcdo dos resultados obtidos na resposta imune secundéria da linhagem Swiss,
porém mais tardio. Entfio, na linhagem Swiss podemos sugerir que as diferencas entre
dominantes e submissos sdo mais nitidas e o organismo responde mais rapidamente,
enquanto que os componentes orginicos que estabelecem diferengas entre dominantes e

submissos na linhagem BALB/c respondem mais lentamente aos estimulos estressantes.
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