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RESUMO 

Paula, V. F. N-metil-3,4 metilenodioximetanfetamina (MDMA – Ecstasy) diminui 
a resposta imune inata e a resistência à  Listeria monocytogenes: papel do eixo 
HPA e do Sistema Nervoso Simpático . 2011. 163f. Tese (Doutorado) – Instituto de 
Psicologia, Universidade de São Paulo. São Paulo, 2011. 

Ecstasy é o nome popular do 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), uma droga 
de abuso utilizada por adultos jovens. Diversos relatos têm mostrado existência de 
correlações positivas entre o abuso do Ecstasy e o aparecimento de doenças 
infecciosas. Muitos estudos em modelos animais mostram que o MDMA induz 
alterações de imunidade inata e adquirida; entretanto pouco se sabe sobre os 
mecanismos pelos quais estes efeitos ocorrem. Desta forma, buscamos neste 
trabalho os mecanismos neuroimunes pelos quais o MDMA diminui a atividade de 
neutrófilos e altera a distribuição de leucócitos nos diferentes compartimentos 
imunes. Além disso, avaliamos se os efeitos induzidos pelo MDMA afetam a 
resposta a uma infecção experimental induzida por Listeria monocytogenes. Nossos 
resultados mostram que 60 minutos após a administração de MDMA na dose 
10mg/kg, houve 1) diminuição do burst oxidativo de neutrófilos induzido por SAPI e 
PMA e, também, da porcentagem e da intensidade da fagocitose dos neutrófilos 
sanguíneos; 2) diminuição da celularidade total da medula óssea e aumento da 
mesma no baço, além de diminuição do peso relativo do baço; 3) aumento na 
porcentagem de neutrófilos e diminuição na porcentagem de linfócitos sanguíneos; e 
4) diminuição da expressão de NFκB de neutrófilos sanguíneos. O tratamento com 
metirapona ou RU-486 prévio ao tratamento com MDMA foi capaz de inibir 5) os 
efeitos observados em todos os parâmetros avaliados na diminuição da atividade de 
neutrófilos; 6) as alterações das porcentagens de neutrófilos e linfócitos sanguíneos 
e 7) a diminuição da expressão de NFκB. Observamos, ainda, que o tratamento com 
6-OHDA ou ICI-118,551 prévio ao tratamento com MDMA 8) não foram capazes de 
inibir os efeitos induzidos pelo MDMA na atividade de neutrófilos e na contagem 
diferencial de leucócitos sanguíneos; no entanto, 9) preveniram as alterações de 
celularidade induzidas por MDMA na medula óssea e no baço, e 10) a diminuição do 
peso relativo do baço. Por fim, observamos em um modelo de infecção experimental 
por LM que o MDMA 11) induziu mielosupressão (diminuição do CFU na medula 
óssea e aumento no baço); 12) diminuiu o número de leucócitos sanguíneos e a 
celularidade da medula óssea; 13) aumentou a celularidade do baço; 14) diminuiu a 
produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-12p70, TNF, IFN-γ, IL-6) e quimiocina 
(MCP-1) nas primeiras 24 h; e 15) aumentou a produção das mesmas citocinas e 
quimiocina após 72 h da indução da infecção. Desta forma, concluímos que os 
efeitos induzidos pelo MDMA sobre a atividade de neutrófilos foram provavelmente 
mediados pela diminuição da expressão de NFκB induzido pela ação da 
corticosterona e que a corticosterona, também está envolvida com as alterações na 
contagem diferencial de neutrófilos e linfócitos. As catecolaminas periféricas 
responderam pelas alterações na distribuição de leucócitos entre baço e medula 
óssea, e diminuição do peso relativo do baço. Além disso, o MDMA pode ser 
considerado uma droga imunossupressora visto que diminuiu a resistência a uma 
infecção por LM por mecanismos neuroimunes. 

Palavras-Chave: MDMA, Ecstasy, neuroimunomodulação, neutrófilos, Sistema 
hipófise-suprarrenal, sistema nervoso simpático, infecção. 



 

 

 

ABSTRACT 
Paula, V. F. N-metyl-3,4 methylendioxymethamphetamine (MDMA – Ec stasy) 
decreases innate immunity response and host resiste nce to Listeria 
monocytogenes: role for HPA axis and Sympathetic Nervous System . 2011. 
163f. Tese (Doutorado) – Instituto de Psicologia, Universidade de São Paulo. São 
Paulo, 2011. 
 
Ecstasy is the popular name of 3,4-metylendioxymetamphetamine (MDMA), a drug of 
abuse mainly used by young adults. Several reports have shown the existence of a 
positive correlation between Ecstasy abuse and increased susceptibility to infectious 
diseases. Some studies using animal models report that MDMA induces alterations 
in both innate and adaptive immunity, however little is known about the mechanisms 
that generate such alterations. Therefore, we sought for neuroimmune mechanisms 
that could be involved in the previously reported decreasing on neutrophil activity and 
alteration in the leukocyte distribution. Moreover, we analyzed the host resistance to 
Listeria monocytogenes after MDMA treatment. We show that MDMA (10 mg/kg), 60 
min after administration: 1) decreases SAPI and PMA-induced oxidative burst and 
percentage/intensity of phagocytosis of circulating neutrophils; 2) decreases bone 
marrow cellularity while increases it in the spleen, and also decreases spleen relative 
weight; 3) increases neutrophil percentage while decreases lymphocyte percentage 
in the blood; and 4) decreases NFκB expression on circulating neutrophils. 
Metyrapone or RU-486 prior to MDMA treatment abrogates 5) the MDMA effects 
previously reported on neutrophil activity; 6) alterations in the percentage of 
circulating neutrophils and lymphocytes, and 7) decreasing of NFκB expression. We 
also show that 6-OHDA or ICI-118,551 prior to MDMA treatment  were not able to 8) 
abrogated the MDMA effects previously reported on neutrophil activity and blood 
leukocyte differential counts; nevertheless, 9) they abrogated the previously reported 
alterations on bone marrow and spleen cellularity, and 10) reduction on spleen 
relative weight. Finally, in a model of host resistance to Listeria monocytogenes we 
show that MDMA: 11) induces myelosuppression by decreasing CFU on bone 
marrow while increasing it on spleen; 12) decreases circulating leukocytes and bone 
marrow cellularity; 13) increases spleen cellularity; 14) decreases pro-inflammatory 
cytokines production (IL-12p70, TNF, IFN-γ, IL-6) and chemokine (MCP-1) after 24h 
of the infection; and 15) increases the production of the pro-inflammatory cytokines 
and chemokines previously reported after 72h of the infection. Thus, we conclude 
that the MDMA effects on neutrophil activity were mediated by the reduction of NFκB 
expression, and this effect was induced by corticosterone elevation in the serum. 
Corticosterone is also involved in the alterations on neutrophil and lymphocyte 
counts. Catecholamines were shown to be involved in the alterations on leukocyte 
distribution in the bone marrow and spleen, and in the reduction of relative weight of 
spleen. Additionally, MDMA reduced the host resistance to Listeria monocytogenes. 
Therefore, MDMA can be considered an immunosuppressive drug and those effects 
are mediated by neuroimmune mechanisms. 

 
 
 
 
 
Keywords: MDMA, Ecstasy, neuroimmunomodulation, neutrophils, Pituitary-Adrenal 
System, sympathetic nervous system, infection. 
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1 INTRODUÇÃO 

O 3,4 metilenodioximetanfetamina (MDMA) foi desenvolvido em 1914 pela 

Merck Pharmaceuticals como um fármaco inibidor do apetite; no entanto, nunca foi 

utilizado para este fim. O MDMA é classificado como uma anfetamina alucinógena e, 

devido às suas propriedades alucinógenas e estimulantes, passou a ser utilizado de 

forma ilegal por jovens adultos a partir da década de 80, como uma droga de uso 

recreacional, tornando-se popularmente conhecido como Ecstasy. Um relatório 

técnico da Organização Mundial da Saúde (OMS) de 2003 mostrou a existência de 

um crescimento no consumo do Ecstasy em todo o mundo; dados mais recentes 

dessa agência indicam que há 8,5 milhões de consumidores. No Brasil, em 2003, 

foram apreendidos mais de 70 mil comprimidos desta droga, e em 2004 este número 

ultrapassou a 80 mil. Dados como estes mostram que a situação no Brasil não difere 

daquela registrada no mundo. De fato, um relatório da Organização das Nações 

Unidas (ONU) em 2005, classificou o Brasil como o terceiro colocado no ranking de 

consumo de Ecstasy de toda a América do Sul. Em 2007 foram apreendidos em um 

único dia no aeroporto de Congonhas, em São Paulo, mais de 50.000 comprimidos 

de Ecstasy vindos da Holanda. Dados mais recentes do relatório da ONU 2009, 

indicam um aumento importante do número de comprimidos apreendidos no Brasil 

entre os anos de 2007 e 2008; o valor diferencial foi de  aproximadamente, 210.000 

comprimidos. Segundo a ONU, este aumento está relacionado à descoberta do 

primeiro laboratório clandestino de Ecstasy no Brasil em 2008. 

Diferentes relatos têm mostrado a existência de correlações positivas entre o 

abuso do Ecstasy e a incidência de doenças infecciosas. Estudos em modelos 

animais mostraram que o MDMA induz alterações de imunidade inata e adquirida; 

entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais estes efeitos ocorrem. 
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Uma variedade de modelos experimentais têm evidenciado a existência de 

interações bidirecionais entre os sistemas nervoso central e imune. Estas relações 

constituem o pilar mestre de um ramo da ciência conhecido como 

neuroimunomodulação ou psiconeuroimunologia. Neste sentido, estudos in vivo têm 

relatado que estados emocionais, como estresse, ansiedade e depressão, bem 

como fármacos de ação central, como o diazepam e psicoestimulantes, entre eles a 

anfetamina e o Ecstasy, interferem com a imunidade de animais de laboratório. Nas 

últimas duas décadas, tem-se documentado que inúmeras drogas de abuso, tais 

como cocaína, opióides, canabinóides e anfetaminas, têm a capacidade de alterar 

funções imunes, atuando diretamente em células ou órgãos imunes e/ou 

indiretamente através de vias neuroimunes. 

Desta forma, sendo o MDMA uma droga de relevância toxicológica e social, 

que tem (1) envolvimento com a atividade do sistema nervoso central e com a 

imunidade e (2) apresentado correlações positivas com incidência de infecções em 

seus usuários, pareceu-nos relevante buscar pelos mecanismos 

neuroimunomodulatórios envolvidos com os eventos por nós observados e 

relacionados à atividade de neutrófilos e redistribuição de células imunes em 

diferentes compartimentos orgânicos, e avaliar também se estas alterações 

representariam um efeito imunossupressor, utilizando, para tal, um modelo de 

infecção experimental por Listeria monocytogenes. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Neuroimunomodulação 

Há muito tempo se conhecia a existência de uma integração entre o corpo e a 

mente. Aristóteles, já afirmava que a “psique” (alma) e o corpo reagiam 

complementariamente um com outro; para ele, uma mudança no estado da psique 

produzia uma mudança na estrutura do corpo e, inversamente, uma mudança na 

estrutura do corpo produzia uma mudança na estrutura da psique. Neste sentido, em 

1936 Selye, em um trabalho pioneiro, demonstrou que o estresse causava 

alterações no tamanho do timo, do baço e dos linfonodos (Selye, 1998). No entanto, 

somente em 1977 foram relatadas as primeiras evidências realmente diretas das 

relações neuroimunes, entre outros, por Besedovsky et al. que demonstraram ser a 

ativação do sistema imune capaz de aumentar a razão de disparo de neurônios 

hipotalâmicos, sugerindo este fato que o cérebro estaria envolvido com a resposta 

imune (Besedovsky e Sorkin, 1977).  

Nos últimos 30 anos a autonomia funcional dos sistemas nervoso e imune 

tem sido desafiada. As relevantes interações bidirecionais entre esses sistemas 

acabaram por constituir o pilar mestre de um ramo da ciência conhecido como 

neuroimunomodulação ou psiconeuroimunologia. Há um tempo não muito distante, 

quando se introduzia em um trabalho científico noções de neuroimunomodulação 

era difícil convencer alguns especialistas em imunologia ou em neurociência, que os 

sistemas imune e nervoso se relacionavam de forma recíproca, isto é, que não 

funcionavam como sistemas independentes. Nos dias atuais esse descrédito não 

mais se justifica e vem caindo sistematicamente; a área de neuroimunomodulação 

estabeleceu-se de forma sólida e tem apresentado muitos e relevantes avanços.  
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De fato, diversos trabalhos tem demonstrado que o sistema nervoso central 

(SNC) e o sistema imune (SI) estão intimamente ligados, podendo o SNC exercer 

efeitos sobre o SI a partir de uma ativação, entre outros, do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal (HPA). Mais especificamente, a ligação ocorre através de hormônios 

hipotalâmicos e pituitários, como hormônio liberador de corticotrofina (CRH), 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), e glicocorticóides (GC); também, acontece 

através da inervação simpática e parassimpática dos órgãos linfóides e células 

imunes (Wrona, 2006). Assim, após um estímulo estressor como, choque nas patas 

(Fonseca,Massoco e Palermo-Neto, 2002), convivência com companheiro doente 

(Alves et al., 2006; Alves,Vismari e Palermo-Neto, 2007; Palermo-Neto et al., 2008), 

restrição de movimento (Cao,Hudson e Lawrence, 2003b) e confronto sociais (Sa-

Rocha,Sa-Rocha e Palermo-Neto, 2006); ou estressores químicos, tais como, 

anfetamina (Ligeiro-Oliveira et al., 2004), picrotoxina (Stankevicius et al., 2008) e 

MDMA (De Paula et al., 2009), os GC liberados do córtex da adrenal exercem 

potentes efeitos nas esferas imune/inflamatória.  

Por outro lado, sabe-se que a ativação do sistema nervoso simpático (SNS), 

em resposta a um estímulo estressor afeta de forma direta o sistema imune. De fato, 

os tecidos linfóides primários e secundários estão inervados por fibras simpáticas 

pós-ganglionares noradrenérgicas (Felten et al., 1987; Madden,Sanders e Felten, 

1995) que mantém íntimo contato com células linfóides possibilitando assim, 

conexões “sinápticas” da noradrenalina com os leucócitos uma vez que, essas 

células imunes expressam receptores adrenérgicos em sua superfície. Desta forma, 

a liberação de catecolaminas pode aumentar (Schedlowski et al., 1993; 

Madden,Felten et al., 1994; Benschop,Rodriguez-Feuerhahn e Schedlowski, 1996; 

Dhabhar e Mcewen, 1999; Kohm e Sanders, 1999) ou diminuir (Koff e Dunegan, 
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1986; Cunnick et al., 1990; Dobbs et al., 1993; Alves et al., 2006) a atividade de 

células do sistema imune. Adicionalmente, recentes evidências têm demonstrado, 

também, um importante papel das vias colinérgicas parassimpáticas na 

comunicação bidirecional entre o cérebro e sistema imune, a denominada Via 

Colinérgica Antiinflamatória que controla a resposta inflamatória de forma reflexa e 

não consciente (Borovikova,Ivanova,Nardi et al., 2000; Borovikova,Ivanova,Zhang et 

al., 2000; Tracey, 2002).  

Em contrapartida, o sistema imune é capaz de se comunicar com o SNC 

através de substâncias produzidas durante processos imune/inflamatórios 

principalmente citocinas (Berkenbosch et al., 1987; Sapolsky et al., 1987). Algumas 

destas citocinas, como por exemplo, a IL-1, atuam diretamente no SNC em 

receptores próprios ou induzindo a produção e liberação de citocinas pró-

inflamatórias pelas células da glia. Blalock et al., em 1985 já haviam descrito que as 

células do sistema imune eram capazes de sintetizar e secretar hormônios, 

neurotransmissores e neuropeptídios, similares aos liberados pelo SNC, os quais 

interagiam com receptores comuns presentes em células do SNC e SI (Blalock, 

1985; Blalock,Bost e Smith, 1985). 

O núcleo do SNC envolvido com a regulação do eixo HPA é o núcleo 

paraventricular (NPV) do hipotálamo, a principal fonte de CRH no SNC. Os 

neurônios hipofisários do NPV projetam-se para a zona externa da eminência 

mediana, liberando CRH dentro dos capilares do sistema porta hipofisário que 

vascularizam a pituitária anterior; o CRH liberado liga-se a receptores específicos 

acoplados à proteína G presentes na superfície dos corticotrofos resultando, esse 

fato, na estimulação da síntese de ACTH. Uma vez na circulação o ACTH irá induzir 

a secreção de glicocorticóides pela zona fasciculada do córtex da adrenal (Elenkov 
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et al., 2000). Esta secreção aumenta na vigência de estímulos estressores de 

diferentes naturezas e após a administração de análogos sintéticos de GC.  

Os GC liberados pelo córtex da adrenal são compostos lipofílicos capazes de 

atravessar livremente as membranas celulares; seus receptores em sua forma 

inativada localizam-se no citosol (Ashwell,Lu e Vacchio, 2000; Sapolsky,Romero e 

Munck, 2000). Os receptores de glicocorticóides (GR) são fatores de transcrição 

que, uma vez ativados por ligantes, regulam positivamente ou negativamente a 

expressão de genes alvos (Ashwell,Lu e Vacchio, 2000; De Bosscher,Vanden 

Berghe e Haegeman, 2000; 2003). A regulação positiva freqüentemente envolve a 

ligação de homodímeros de GR para elementos de resposta a glicocorticóides 

(GREs) encontrados em seqüências promotoras de genes alvos de GC. A regulação 

negativa é independente de uma interação direta dos GR com o DNA, e é exercida 

através de interferência ou reação cruzada com a atividade de outros reguladores 

transcricionais. Dentre esses, destacam-se o, NFkB, AP-1 ou membros da família de 

STAT; que atuam por mecanismos de interações proteína-proteína, um evento 

chamado transrepressão, onde os GC são capazes de reprimir indiretamente a 

ativação de genes (Drouin et al., 1993). 

As ações imunossupressoras e antiinflamatórias dos GC envolvem a inibição 

da expressão de genes para citocinas e suas ações pleiotrópicas sobre as células 

alvo (Liberman,Refojo et al., 2007). De forma geral, a interface neuro-imuno-

endócrina é mediada por citocinas que são substâncias sintetizadas e secretadas 

por diferentes tipos de células e que constituem um componente importante na 

comunicação entre o sistema imune e os tecidos periféricos, auxiliando as respostas 

imune inata e adquirida (Dinarello e Mier, 1987; Paul e Seder, 1994; Abbas,Murphy e 

Sher, 1996). Após um desafio microbiano, por exemplo, um padrão particular de 
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citocinas induzirá macrófagos residentes a destruir e erradicar patógenos do local da 

infecção. Por outro lado, a resposta imune adaptativa irá atuar recrutando células T 

helper (Th) direcionando-as para uma resposta imune celular (Th1) ou humoral (Th2) 

(Romagnani, 1997; Glimcher e Murphy, 2000). Células Th1 são associadas com a 

síntese e secreção de IL-2 e IFN-γ (citocinas pró-inflamatórias), já as células Th2 

são associadas com secreção de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (citocinas 

antiinflamatórias). O microambiente gerado pela presença de um padrão 

característico de citocinas pode influenciar a geração e/ou diferenciação de subtipos 

distintos de células dendríticas, as quais, mais tarde, iniciarão uma resposta imune 

específica contra o patógeno (Kovalovsky et al., 2000; Liberman,Refojo e Arzt, 2003; 

Refojo et al., 2003).  

É importante ressaltar que os genes envolvidos na inflamação e ativação 

imune, tais como, aqueles de citocinas, de receptores para citocinas, de proteínas 

quimioatraentes e de moléculas de adesão são regulados por AP-1, NFkB e STATs 

(Jonat et al., 1990; Biola et al., 2000; Nissen e Yamamoto, 2000; De 

Bosscher,Vanden Berghe e Haegeman, 2003). Neste sentido, sabe-se que o 

antagonismo exercido pelos GR sobre estes fatores de transcrição é considerado 

explicativo para as ações imunossupressivas e antiinflamatórias dos GC (Reichardt 

et al., 2001). O NFkB está presente na maioria das células do sistema imune, 

incluindo-se aqui os neutrófilos, onde regulam um grande repertório de genes de 

citocinas inflamatórias. Assim, a inibição do NFkB é importante para a ação 

antiinflamatória mediada pelos GR (Scheinman et al., 1995). De fato, os GC inibem a 

produção aguda de citocinas de perfil Th1 e Th2 mas, em última instância, o que 

fazem é favorecer uma mudança para um padrão de diferenciação de perfil Th2 

(Liberman,Druker et al., 2007). Acredita-se que este desbalanço aconteça porque os 
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GC ativam os GR que bloqueiam a atividade transcricional de T-bet, o principal fator 

de transcrição envolvido na imunidade celular (Th1), pelo mecanismo de 

transrepressão, descrito acima (Liberman,Refojo et al., 2007). Além disso, os GC 

inibem o RNAm, a expressão de proteínas e a ativação transcricional de GATA-3, o 

fator de transcrição chave envolvido na resposta imune humoral (Th2). Esses efeitos 

ocorrem através de uma inibição da fosforilação de GATA-3 via PKA/p38 MAPK 

induzida por AMPc (Liberman et al., 2009). A maior sensibilidade de inibição de T-

bet com relação à GATA-3 ajuda a entender a indução do perfil Th-2 exercido pelos 

GC, principalmente após um estresse crônico ou tratamentos prolongados com GC 

exógenos (Liberman et al., 2009). 

Neste contexto e nos estágios iniciais de uma resposta imune, as células 

naive seriam ativadas e se diferenciariam para fenótipos Th1 ou Th2 conforme o 

antígeno e o microambiente de citocinas; essa diferenciação seria suprimida na 

presença de GC, fato que seria consistente com sua ação imunossupressiva geral 

(Arzt et al., 2000). Portanto, o resultado final de uma resposta adaptativa depende 

da adequada integração de várias informações em nível intracelular, isto é, das 

diferenciadas interações moleculares entre citocinas e sinalização por GR. 

Do ponto de vista dos efeitos neuroimunes induzidos pela ativação do eixo 

HPA frente a um estressor, diversos trabalhos já demonstraram que substâncias que 

atuam no SNC têm a capacidade de influenciar as respostas imunes (Massoco e 

Palermo-Neto, 1999; Ligeiro-Oliveira et al., 2004; Sakai et al., 2006; Stankevicius et 

al., 2008; De Paula et al., 2009). Destacam-se, assim, trabalhos que analisaram os 

efeitos de um tratamento in vivo com anfetamina, e que registraram alterações de 

comportamento e/ou alterações endócrinas concomitantes com alterações 

produzidas pelo fármaco em parâmetros relacionados à atividade do sistema imune. 
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Em nosso grupo, Ligeiro-Oliveira et al, (2004) mostraram que ratos sensibilizados 

com OVA (ovalbumina), uma proteína obtida da clara do ovo, e tratados com 

anfetamina apresentaram uma diminuição na população de leucócitos no pulmão e 

no sangue periférico e um aumento no número de células na medula óssea, em 

decorrência de uma ativação do eixo HPA com conseqüente liberação de 

corticosterona (Ligeiro-Oliveira et al., 2004). De fato, o pré-tratamento dos animais 

sensibilizados com metirapona, um fármaco inibidor da síntese de corticosterona, 

reverteu parcialmente os efeitos induzidos pela anfetamina na migração de células 

inflamatórias no modelo de inflamação alérgica pulmonar. 

Em nosso trabalho desenvolvido durante o mestrado, mostramos que o 

MDMA (3,4-metilenodioximetanfetamina), uma substância classificada como 

anfetamina alucinógena e popularmente conhecida como Ecstasy, foi capaz de 

alterar diferentes parâmetros comportamentais, principalmente os locomotores, por 

atuar na via dopaminérgica nigroestriatal, como observado pelo aumento da 

atividade dopaminérgica medida no estriato (Ferraz-De-Paula et al., 2011). Além 

disso, a droga foi considerada como tendo atividade semelhante àquela de um 

estressor químico, pois aumentou a atividade noradrenérgica no hipotálamo com 

conseqüente aumento da liberação de corticosterona. Esses fatos, possivelmente, 

provocaram a diminuição observada da atividade de neutrófilos, células 

responsáveis pela primeira linha de defesa contra microorganismos. De fato, não 

observamos efeitos diretos do fármaco sobre estas células em teste realizado in 

vitro, quando incubadas com 667 ng/mL de MDMA, a mesma concentração de 

MDMA encontrada no plasma dos animais 60 minutos após a administração in vivo 

com 10,0 mg/kg da droga (De Paula et al., 2009).  
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Diversos trabalhos na literatura demonstraram ser o MDMA capaz de 

modificar o balanço de citocinas Th1/Th2, favorecendo uma mudança para o perfil 

Th2 (antiinflamatório) em diferentes modelos experimentais (Connor, 2004); estes 

dados de literatura podem ser correlacionados com os nossos uma vez que 

encontramos uma diminuição da atividade de neutrófilos estimulados in vitro. 

Quando ativadas, estas células estão envolvidas com a síntese e a liberação de 

citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-α) que modulam, entre outros, os efeitos de linfócitos T e 

B (Lloyd e Oppenheim, 1992) e a produção e liberação de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e nitrogênio. Desta forma, sabe-se que os neutrófilos possuem 

duas funções relacionadas à resposta imune-inflamatória: uma função ligada à 

fagocitose e à destruição dos patógenos, e outra relacionada à liberação de 

citocinas imunomodulatórias que junto com os macrófagos criam um microambiente 

favorável para o desenvolvimento de uma adequada resposta imune adquirida.  

No contexto da presente revisão em que se analisaram as ações dos GC 

numa perspectiva neuroimune, faz-se necessário lembrar que um estímulo estressor 

agudo induz grande, rápida e reversível mudança na distribuição de subpopulações 

de leucócitos do sangue periférico de ratos, sendo a corticosterona o maior 

mediador dessas mudanças, por atuar, principalmente, em receptores para 

esteróides do tipo II (Dhabhar et al., 1996). De fato, o número e a proporção de 

leucócitos sanguíneos representam uma importante característica do estado de 

ativação do sistema imune e do padrão de distribuição de células imunes no corpo. 

Dados de literatura tomados em conjunto com os resultados obtidos em nosso 

mestrado indicam que a redistribuição de células imunes afeta a capacidade de 

resposta do sistema imune a um desafio potencial ou já existente.  
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Como salientamos anteriormente, diversos trabalhos já demonstraram que 

substâncias que atuam no SNC possuem a capacidade de influenciar as respostas 

imunes, sendo considerados estressores químicos. De fato, a exposição de animais 

ao MDMA e seus análogos ativa o eixo HPA (Connor, 2004) e, conseqüentemente, 

altera alguns parâmetros do sistema imune (Connor et al., 1998; Pacifici et al., 2002; 

Connor, 2004). Estudos realizados por Connor et al., (1998), verificaram que a 

administração de 20 mg/Kg, i.p. de MDMA em ratos reduziu a proliferação de 

linfócitos e o número total de leucócitos circulantes estimulados in vitro por Con A; 

estas alterações foram acompanhadas por um significante aumento da concentração 

de corticosterona no plasma. Em 2000, Connor et al., mostraram que a 

administração aguda de MDMA diminuiu significantemente a secreção de IL-1β e de 

TNF-α induzida in vivo e in vitro pelo LPS, uma endotoxina da parede celular 

bacteriana (Connor et al., 2000). A administração de 10,0 mg/kg de MDMA em ratos 

também suprimiu o burst oxidativo de neutrófilos em resposta à fagocitose do 

zymozan opsonizado (informação pessoal)1.  

Diferentes relatos mostraram a existência de correlações positivas entre o 

abuso do Ecstasy e a incidência de doenças infecciosas (Zwick,Fischer e Flanagan, 

2005). Estudos em modelos animais mostraram também que o MDMA induz 

alterações de imunidade inata e adquirida (Pacifici et al., 2002; Connor, 2004); 

entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais estes efeitos ocorrem. 

Acreditamos que estes efeitos sejam consequência da ativação de GR após 

interação com seu ligante, a corticosterona, que assim induziria seus efeitos 

imunossupressores. Neste sentido, um dos objetivos desse nosso trabalho de 

doutorado é determinar se o antagonismo farmacológico dos receptores de 

                                                           
1 CONNOR, T.J. Methylenodioxymethamphetamine (MDMA-ECSTASY) suppresses zymosan-induced 
oxidative burst in neutrophils. Mensagem recebida por vivi_ferraz@terra.com.br em 08 agosto, 2006. 
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glicocorticóides ou a inibição farmacológica da síntese de corticosterona 

modificariam os efeitos imunossupressores do MDMA sobre a atividade de 

neutrófilos e sobre as alterações na redistruição de leucócitos nos diferentes 

compartimentos orgânicos. 

Todavia, não se pode descartar a participação do SNS na diminuição da 

atividade de neutrófilos e na alteração da distribuição de células imunes entre 

sangue, baço e medula óssea induzidas pelo MDMA como observado em nosso 

trabalho de mestrado. Neste sentido, outro objetivo desse trabalho de doutorado é 

determinar se o antagonismo farmacológico dos receptores adrenérgicos ou a 

inibição farmacológica da liberação de noradrenalina previnem estes efeitos do 

MDMA.  

Neste contexto, parece-nos relevante discorrer agora sobre a segunda via 

mais relevante de comunicação entre o SNC e o SI, o SNS. No entanto, segundo 

Del Rey & Besedovsky, 2008, não podemos nos esquecer nunca que as atividades 

do eixo HPA e do SNS estão profundamente interconectadas, e também, que o SNS 

embora chamado “autônomo” é controlado pelo SNC. Assim, não é possível 

compreender as ações desses sistemas quando tomados isoladamente do resto do 

corpo (Del Rey e Besedovsky, 2008).  

O SNS é um neuromodulador chave das funções cardiovasculares, 

metabólicas e imunes em resposta ao estresse (Stoddard et al., 1986b; a). 

Apresenta um papel importante na manutenção da homeostase durante mudanças 

agudas ou crônicas no estado fisiológico, estas alterações observadas em condições 

normais ou patofisiológicas, ao longo da vida, incluem a regulação da homeostase 

do sistema imune (Elenkov et al., 2000). O mensageiro químico do SNS, a 

noradrenalina (NA), foi originalmente caracterizado pela sua contribuição relevante 
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na resposta orgânica de “luta ou fuga”. Hoje, sabemos que a NA também atua em 

células imunes. Nos últimos 30 anos as catecolaminas, adrenalina (A) e NA, têm 

sido descritas na literatura como importantes imunomoduladores após exposição a 

um estímulo estressor; por atuarem em adrenoceptores α e β (Kohm e Sanders, 

2000; Nance e Sanders, 2007), induzem aumento ou supressão da atividade de 

células imunes, incluindo-se aqui proliferação celular, produção de citocinas e de 

anticorpos, atividade lítica e migração celular (Felten et al., 1988; Madden et al., 

1989; Madden,Felten et al., 1994; Madden,Moynihan et al., 1994; Madden,Sanders e 

Felten, 1995; Kelley et al., 1996).  

A ativação do SNS em resposta a um estímulo estressor resulta em liberação 

de catecolaminas da medula da glândula adrenal e dos terminais de inervações 

simpáticas. Nos anos 80, Felten e colaboradores fizeram a primeira descrição da 

inervação catecolaminérgica em órgãos linfóides como o timo e o baço de 

camundongos; mais tarde, suas análises mostraram que as inervações simpáticas 

também estavam presentes nos linfonodos, na medula óssea e no intestino. Mais 

que isso, eles descreveram as inervações catecolaminérgicas localizadas em 

justaposição com células ligadas à imunidade inata e adquirida, formando 

verdadeiras conexões “sinápticas” com leucócitos individuais (Felten et al., 1987).  

As catecolaminas estimulam, com afinidades diferentes, os receptores α e β 

adrenérgicos presentes na superfície de células imunes (Sanders et al., 1997). Estas 

interações resultam, de forma geral, em uma inibição da atividade de células 

associadas com a imunidade inata, tais como, de macrófagos, neutrófilos ou células 

NK; produzem, ainda, aumento ou inibição da atividade de células associadas com a 

imunidade adquirida, sendo que a direção do efeito depende do tempo de interação 

com o antígeno e do estado de ativação das células Th1 (Ramer-Quinn,Baker e 
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Sanders, 1997; Kohm e Sanders, 2000). Esses efeitos ocorrem porque a NA é capaz 

de mudar o nível de atividade das células imunes, através de alterações nos níveis 

de expressão de genes para anticorpos e citocinas. De fato, foi possível observar 

que em cultura de linfócitos a NA diminuiu a produção das citocinas pró-inflamatórias 

TNFα, IFNγ, IL-2 e IL-12 (Ramer-Quinn et al., 2000) e, também, que estes efeitos 

estavam muito provavelmente ligados à inibição da ativação e translocação do fator 

de transcrição NFκB, via receptor β2 adrenérgico (Farmer e Pugin, 2000). 

Entretanto, pesquisadores do grupo liderado por Virginia Sanders demonstraram que 

a NA foi capaz de promover a diferenciação de células T CD4+ naive em células Th1 

efetoras, produtoras de IFNγ, mediadas por IL-12 (Kohm e Sanders, 2000). 

Com algumas exceções, o SNS tem sido frequentemente considerado como 

um sistema que exerce principalmente efeitos imunossupressores. Neste sentido, 

muitos trabalhos de literatura têm descrito resultados contraditórios, não 

esclarecendo os mecanismos pelos quais os efeitos descritos acontecem. De 

qualquer forma, estudos in vivo e in vitro, demonstraram que a NA pode inibir ou 

estimular uma resposta imune dependendo de inúmeras variáveis, como: o tipo de 

receptor adrenérgico envolvido, a dose de agonista empregada, o tipo de antígeno 

para iniciar a resposta imune e os subtipos de células afetadas (Del Rey e 

Besedovsky, 2008). Por exemplo, mostrou-se que células B expressam duas vezes 

mais receptores β2 adrenérgicos do que as células T CD4+ ; receptores β2 

adrenérgicos estão presentes em quase todas as células do sistema imune, 

inclusive nos neutrófilos, com exceção dos clones tipo Th2. Já os receptores α2 

adrenérgicos somente são expressos em linfócitos T e B, durante estados 

específicos de doenças (De Blasi,Parruti e Sallese, 1995). Assim, por exemplo, já 

foram observadas mudanças na expressão de receptores adrenérgicos em linfócitos 
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em casos de doenças auto-imunes de humanos. Heijnen et al, 1996 identificaram 

receptores α1 adrenérgicos em linfócitos do sangue periférico de crianças com uma 

forma severa de artrite reumatóide juvenil (Heijnen et al., 1996). Entretanto, o 

mecanismo responsável pela expressão diferencial de receptores adrenérgicos em 

células imunes é também desconhecido. De fato, mostrou-se que várias citocinas e, 

entre elas, o TNF-α, influenciam a expressão e a sinalização de subtipos de 

receptores adrenérgicos em células não imunes (Hadri et al., 1997); desta forma, 

especula-se que o microambiente de citocinas necessário para dirigir uma 

diferenciação de células em um perfil Th1 ou Th2, influenciaria também os níveis de 

expressão de receptores adrenérgicos em células do sistema imune. 

Sabe-se que os receptores adrenérgicos estão acoplados à proteína G que, 

após estimulação pela NA, induzem um acúmulo intracelular de AMPc e, 

consequentemente, uma ativação da PKA (Bylund et al., 1994). Outros estudos têm 

revelado que a estimulação dos receptores β2 adrenérgicos também ativam 

mediadores de sinalização intracelular, tais como, PLC, PI-3K, PKC, Btk e MAPK; 

estes sinalizadores são também ativados por receptores relacionados às células 

imunes como, receptores de citocinas, receptores de células B (BCRs) e CD40 

(Kohm e Sanders, 2000). Neste sentido, alguns estudos têm demonstrado que a 

estimulação simultânea de receptores adrenérgicos e receptores de células T (TCR) 

afetam vias de sinalização intracelular comuns (Nance e Sanders, 2007); esse fato 

explicaria o motivo pelo qual os agonistas adrenérgicos interferem em muitos dos 

mecanismos envolvidos com as respostas imunes.  

O bloqueio farmacológico da inervação simpática em camundongos prolonga 

a sobrevida destes animais quando infectados com Staphylococcus aureus; porém, 

o tratamento com agonistas adrenérgicos aumenta a mortalidade durante infecções 
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com bactérias gram-negativas. Rice et al, 2002, demonstraram que a simpatectomia 

química por 6- hidroxidopamina (6-OHDA), uma substância que destrói terminações 

nervosas noradrenérgicas, aumentou a porcentagem de neutrófilos no baço e o 

número de macrófagos peritoneais em camundongos (Rice et al., 2002b; a). Rice et 

al. 2001, mostraram que a administração de 6-OHDA em camundongos infectados 

com Listeria monocytogenes diminuiu o número de unidades formadoras de colônias 

(CFU), aumentou o número de neutrófilos durante a resposta inata e diminuiu o 

número de linfócitos do baço e a secreção de IL-2 e IFNγ por estas células 

induzindo, uma diminuição da resposta imune adquirida para a infecção (Rice et al., 

2001).  

O microambiente de diferentes mediadores em órgãos linfóides como o baço, 

tem um papel importante nas inter-relações neuroimunes. Citocinas e 

neurotransmissores liberados de células imunes, exercem efeitos sobre terminais 

nervosos em um mecanismo de feedback, determinando uma regulação recíproca 

entre resposta do SI e do SNS. Neste sentido, estudos mostraram que as citocinas 

produzidas por macrófagos e linfócitos como IL-1, IL-2, IL-6 e TNFα (Straub et al., 

1996; Straub,Linde et al., 2000) podem inibir a liberação de NA de terminais pré-

sinápticos. Entretanto, outros mediadores como o neuropeptídio Y (NPY) 

(Straub,Schaller et al., 2000), os opióides endógenos, a β-endorfina, o ATP e a 

adenosina (Straub et al., 1997; Straub et al., 1998; Straub et al., 2002), estão 

envolvidos na fina regulação da função das células imunes; o envolvimento destes 

neurotransmissores, que não serão abordados nesta revisão, reflete a complexidade 

das vias de interconexões neuroimunes.  

Diante de tudo quanto exposto, há solidas evidências que suportam a 

hipótese de haver uma comunicação direta e bidirecional entre os sistemas 
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neuroendócrino e imune e, também de que substâncias que atuem no SNC por 

serem estressores químicos tenham a capacidade de influenciar as respostas 

imunes. Portanto sendo o MDMA uma droga de relevância toxicológica e social, que 

tem (1) envolvimento com a atividade do sistema nervoso central e com a imunidade 

e (2) apresentado correlações positivas com incidência de infecções em seus 

usuários, pareceu-nos relevante buscar pelos mecanismos neuroimunomodulatórios 

envolvidos com os eventos por nós observados e relacionados à atividade de 

neutrófilos e redistribuição de células imunes pelos compartimentos orgânicos. 

Pareceu-nos também importante avaliar se estas alterações representariam um 

efeito imunossupressor, utilizando, para tal, um modelo de infecção experimental por 

Listeria monocytogenes. 

 

2.2 Neutrófilos 

O sistema imune inato é formado por vários tipos celulares, como por 

exemplo, monócitos, macrófagos, mastócitos, células NK, células dendríticas e 

neutrófilos, assim como por vários mediadores solúveis secretados por estas células 

e pelo sistema complemento. Estas células e mediadores interagem e trabalham 

juntos para manter um sistema de defesa eficiente contra microorganismos e 

xenobióticos (Macedo et al., 2007; Kumar e Sharma, 2010; Hebeda,Bolonheis et al., 

2011; Hebeda,Pinedo et al., 2011; Ribeiro et al., 2011). Os neutrófilos foram 

descobertos pelo ganhador do prêmio Nobel de 1908, Ellie Metchnikoff, considerado 

o pai da imunidade inata celular (Kaufmann, 2008). Desde sua descoberta os 

neutrófilos são considerados células fagocíticas profissionais e representam a 

primeira linha de defesa do sistema imune inato contra doenças infecciosas. Eles 

correspondem a aproximadamente metade dos leucócitos circulantes em muitas 
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espécies animais e são diferenciados de outros polimorfonucleares por 

apresentarem núcleos multilobulados e grânulos citoplasmáticos distintos. Estes 

incluem grânulos primários ou azurófilos, que contém mieloperoxidase (MPO); 

grânulos secundários ou específicos que não contém MPO;  e grânulos terciários, os 

quais contêm enzimas, proteínas e glicosaminoglicanos que se acredita participem 

de muitas das funções desta célula (Bainton e Farquhar, 1968b; a). 

Os neutrófilos são gerados em grande quantidade na medula óssea, 1- 2x1011  

células por dia em um humano adulto normal, a partir de células tronco mielóides 

que se proliferam e diferenciam em neutrófilos maduros contendo um arsenal de 

grânulos (Borregaard, 2010). O fator estimulante de colônia de granulócitos (G-CSF) 

é essencial para a produção de neutrófilos, principalmente durante infecções quando 

há necessidade de aumento de neutrófilos circulantes, e essa produção é regulada 

por uma alta taxa de apoptose nos tecidos (Lieschke et al., 1994). O receptor de 

quimiocina CXCR4 tem um papel importante em manter os neutrófilos na medula 

óssea durante o estágio de maturação, e é a deleção deste receptor que promove a 

saída dos neutrófilos da medula óssea para a circulaçao sem afetar o tempo de vida 

dos neutrófilos circulantes (Lapidot e Kollet, 2002).  

Os neutrófilos, juntamente com os macrófagos, exercem um papel importante 

na defesa orgânica contra microorganismos, sendo que a migração desta célula 

dentro dos tecidos é considerada como crucial e de grande importância para a 

manutenção da homeostase (Lehrer et al., 1988), como evidenciado em pacientes 

que possuem uma deficiência na adesão de leucócitos, apresentando recorrentes 

infecções bacterianas e menor expectativa de vida (Anderson e Springer, 1987), 

devido à uma resposta inflamatória inapropriada para a injúria ou infecção. Os 

neutrófilos são recrutados rapidamente do sangue circulante para locais de dano 
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tecidual, por uma cascata de eventos. Para alcançarem o local de entrada do 

microorganismo os neutrófilos necessitam atravessar a parede vascular (Farsky et 

al., 2004; Woodfin,Voisin e Nourshargh, 2010); desta forma, as células endoteliais 

dos vasos sanguíneos são ativadas por estímulos infalamatórios como, TNFα, IL-1β 

e IL-17 e passam a expressar selectinas (P-selectina, E-selectina) e integrinas 

(ICAM e VCAM) na superfície luminal dos vasos, que se ligam em seus receptores 

expressos constutivamente na membrana de neutrófilos (P-selectina ligante 1, E-

selectina ligante 1 e L-selectina) promovendo o rolamento e o primeiro contato dos 

neutrófilos  com as células endoteliais (Farsky e Mello, 1995; Farsky,Sannomiya e 

Garcia-Leme, 1995; Bruehl et al., 1997; Steegmaier et al., 1997; Buscher et al., 

2010). Durante este contato inicial ocorre a ativação de vias de sinalização nos 

neutrófilos que regulam uma forte adesão entre as moléculas de adesão expressas 

nos neutrófilos (LFA-1 e Mac-1) e os seus ligantes (ICAM-1 e ICAM-2) expressos no 

endotélio ativado, diminuindo a velocidade de rolamento e permitindo a 

transmigração destas células até o foco inflamatório (Bunting et al., 2002). Além 

disso, a células endoteliais ativadas produzem IL-8 e MIP-2 que ativam os 

neutrófilos (Borregaard, 2010) aumentando a capacidade de espraiamento e 

fagocitose destas células, passando estes a serem denominados de neutrófilos 

ativados (Adams e Hamilton, 1984; Farsky e Mello, 1995). 

Neste estado de ativação, os neutrófilos são capazes de fagocitar e eliminar 

microorganismos através da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

nitrogênio e através da liberação de proteínas antibacterianas, proteases e outras 

moléculas com potente atividade antimicrobiana (Witko-Sarsat et al., 2000). É de 

amplo conhecimento que os neutrófilos ativados produzem EROs como peróxido de 

hidrogênio, radical hidroxila, ânion superóxido e o oxigênio singlet (Weiss et al., 
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1981), que resultam de uma seqüência de reações bioquímicas de alto consumo de 

oxigênio conhecidas como burst oxidativo. Esse mecanismo é importante para a 

intensificação das atividades microbicida, ou como mediadores da inflamação e da 

lesão tecidual. Deste modo, o peróxido de hidrogênio é conhecido por ser o principal 

componente do aparato microbicida de fagócitos (Witko-Sarsat et al., 2000; Alves et 

al., 2006; De Paula et al., 2009). Assim, a mensuração da liberação de peróxido de 

hidrogênio tem sido considerada como um relevante parâmetro de avaliação de 

ativação destas células (Root et al., 1975; Palermo Neto,Massoco e Favare, 2001; 

Massoco e Palermo-Neto, 2003). O ânion superóxido produzido sob estímulo de 

neutrófilos é rapidamente convertido em peróxido de hidrogênio e radical hidroxila, 

que contribuem para a atividade microbicida desta célula, seja dentro do 

fagolisossomo seja no meio extracelular. A quantidade de peróxido de hidrogênio 

produzida no fagolisossomo de neutrófilos não é suficiente para eliminar totalmente 

as bactérias e outros microrganismos (Allen, 1982). Contudo, a enzima MPO 

produzida nos grânulos azurofílicos quando combinada com o peróxido de 

hidrogênio gera hipoclorito que apresenta uma atividade antimicrobiana mais eficaz 

contra bactérias, fungos e parasitas quando comparada á ação dos radicais livres 

sozinhos (Oda et al., 1995). É importante salientar que para proteger-se das ações 

das EROs os neutrófilos produzem enzimas antioxidantes como superóxido 

dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Pereira et al., 1995). 

Embora os neutrófilos tenham uma vida curta de 8 a 20 horas, a exposição 

destas células a mediadores inflamatórios presentes no meio extracelular como 

citocinas (IFN-γ, GM-CSF, G,-CSF, TNF-α) ou produtos derivados de bactérias como 

o LPS ou DNAs bacterianos, podem extender sua vida de maneira significante (Luo 

e Loison, 2008), permitindo que os neutrófilos apresentem uma sofisticada e 
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prolongada função regulatória. Além disso, os neutrófilos estimulados estão 

envolvidos com a síntese e a liberação de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-α) e 

quimiocinas, em quantidades menores do que as produzidas por macrófagos, 

monócitos e células dendríticas; mas certamente são uma fonte importante de 

citocinas em tecidos inflamados (Cassatella, 1999; Yin e Ferguson, 2009), uma vez 

que os neutrófilos representam o principal tipo celular presente num infiltrado 

inflamatório agudo. Neste sentido, não nos causa surpresa observar que diversas 

outras funções além de fagocitose e morte de patógenos, são correntemente 

atribuídas aos neutrófilos. De fato, a IL-1 produzida por neutrófilos pode servir para 

inúmeras funções incluindo-se entre elas a estimulação da síntese e liberação de 

proteínas de fase aguda, o aumento da ativação de células T e B e a indução de 

outras citocinas regulatórias como IL-6, IL-8 e GM-CSF (fator estimulante de colônia 

de granulócito e macrófago) (Dinarello, 1991). A produção de TNF-α e de IL-1 pelos 

neutrófilos pode ter funções regulatórias, principalmente na formação do edema 

inflamatório, devido ao aumento da permeabilidade vascular induzido por essas 

citocinas (Abe et al., 1990). Além disso, foi demonstrado que sob certas condições 

inflamatórias neutrófilos humanos (Iking-Konert et al., 2005) e murinos (Oehler et al., 

1998) expressam moléculas de MHC classe II (Culshaw et al., 2008) e moléculas co-

estimulatórias CD80 e CD86, características de células apresentadoras de antígenos 

profissionais e são capazes de induzir proliferação de células Th1 e Th17 (Abi 

Abdallah et al., 2011). 

A função dos macrófagos e neutrófilos é sabidamente regulada pela atividade 

do eixo HPA, tendo este fato recebido considerável atenção (Fonseca,Massoco e 

Palermo-Neto, 2002; Sa-Rocha,Sa-Rocha e Palermo-Neto, 2006; Stankevicius et al., 

2008; De Paula et al., 2009). O eixo HPA regula a função dos fagócitos através da 
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produção de uma cascata de hormônios em resposta a uma variedade de estímulos, 

dentre os quais os estímulos estressantes, que resultam, entre outros efeitos, em um 

aumento da produção de GC pelas adrenais, como descrito anteriormente. Esta 

resposta fisiológica ao estresse, no entanto, é mediada também pelo SNAS 

(Ader,Grota e Cohen, 1991; Alves et al., 2006). De fato, a ativação do SNAS resulta 

na liberação de adrenalina pela medula da adrenal e de noradrenalina pelas 

terminações nervosas do SNAS em órgãos linfóides primários e secundários 

alterando-se desta forma a capacidade funcional de macrófagos e neutrófilos, que 

apresentam receptores  β-adrenérgicos (Madden,Sanders e Felten, 1995; Kohm e 

Sanders, 2000). 

 Portanto, diante da importância da atividade dos neutrófilos na resposta 

imune inata, do envolvimento do MDMA com a atividade do SNC e dos neutrófilos, 

pareceu-nos relevante abordar de forma mais aprofundada, aspectos 

neuroimunológicos do MDMA envolvidos na diminuição da atividade neutrófilos e na 

resistência a um modelo de infecção experimental. 

 

2.3 Modelo de infecção experimental por Listeria monocytogenes  

 Os primeiros indícios da existência da Listeria monocytogenes são muito 

pobres e antigos. O primeiro relato conhecido é de 1926, quando foi identificado em 

Cambrigde no Reino Unido, uma bactéria gram-positiva como sendo a causadora de 

uma doença letal em uma colônia de coelhos que desenvolveram monocitose, 

ficando a bactéria conhecida como Bacterium monocytogenes. Na mesma época, na 

África do Sul, descreveram uma bactéria gram-positiva como causadora de uma 

doença letal em gerbil selvagem, que apresentaram uma infecção hepática 

necrosante; em homenagem a um cirurgião britânico chamado Joseph Lister, o 
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microorganismo foi denominado Listeria hepatolítica (Pamer, 2004). Posteriormente, 

foi descoberto que os dois microorganismos descritos anteriormente eram idênticos 

e finalmente o denominaram Listeria monocytogenes (Cossart, 2007). 

A Listeria monocytogenes (LM) é uma bactéria gram-positiva, de replicação 

intracelular, que está presente no solo e na água, e pode ser encontrada de forma 

assintomática no trato gastrointestinal de animais e do homem (Gellin e Broome, 

1989). A infecção por LM ocorre pela ingestão de alimentos contaminados como 

laticínios não pasteurizados ou carnes mal cozidas (Cossart e Toledo-Arana, 2008). 

Os primeiros surtos de infecção humana com LM através de alimentos contaminados 

aconteceram na década de 80, tornando esta bactéria um dos mais importantes 

patógenos da época (Ramaswamy et al., 2007). A incidência de listeriose em 

indivíduos imunocompetentes é menos frequente, podendo causar sintomas de gripe 

e efeitos gastrintestinais brandos, tais como vômitos e diarréias. Entretanto, em 

indivíduos imunocomprometidos pode causar infecções severas como septicemia, 

meningite e meningoencefalite, resultando em morte em aproximadamente 25-30 

por cento dos casos (Hamon,Bierne e Cossart, 2006; Ramaswamy et al., 2007). 

Gestantes são particularmente vulneráveis a infecção por LM, pois podem 

desenvolver coroamnionite e infecção do feto causando aborto (Bakardjiev,Theriot e 

Portnoy, 2006; Cossart, 2007). Desta forma, a bactéria é capaz de atravessar as três 

barreiras do hospedeiro: a barreira intestinal, a barreira hematoencefálica e a 

barreira materno-fetal. 

 O modelo experimental de listeriose murina foi desenvolvido por Mackaness 

(1962), e é considerado altamente reprodutível,  tendo sido extensamente utilizado 

por imunologistas e microbiologistas por se tratar de um modelo muito bem 

caracterizado e fácil para se estudar os mecanismos celulares envolvidos na defesa 



43 

 

 

do organismo.  O processo envolvido na resistência a esta bactéria é caracterizado 

inicialmente pela imunidade inata do hospedeiro, com a participação de macrófagos 

residentes do fígado (células de Kupffer), neutrófilos e células natural killers (NK), 

bem como a produção de IFN-γ e TNF-α, que são essenciais para a ativação da 

resposta necessária ao controle da replicação bacteriana (Pamer, 2004), seguida 

por uma resposta específica, garantindo a erradicação do patógeno (Pamer, 2004; 

Zenewicz e Shen, 2007). 

 A via natural de infecção por LM é o trato gastrointestinal. A LM invade o 

organismo após infectar células epiteliais intestinais, através de um processo que 

requer a interação entre a internalina A, expressa na superfície bacteriana, com a 

caderina epitelial (E-caderina), expressa na superfície de células epiteliais (Gaillard 

et al., 1991). A bactéria atravessa a barreira intestinal e se dissemina pela corrente 

sanguínea atingindo órgãos alvo, como fígado e baço, onde são fagocitadas pelos 

macrófagos residentes (Lecuit et al., 2001). No fígado, a LM invade os hepatócitos 

através da expressão de uma outra proteína de superfície, a internalina B, que se 

liga aos receptores gC1qR/p32 e Met/HGFR, que são receptores de fatores de 

crescimento presentes nos hepatócitos (Shen et al., 2000; Cossart e Toledo-Arana, 

2008). Após a invasão celular, a LM fica aprisionada em um vacúolo e secreta um 

fator de virulência chamado listeriolisina-O (LLO), que destrói a membrana 

fagossomal facilitando o escape dos fagossomas para o citoplasma após 30 minutos 

da invasão (Cossart e Toledo-Arana, 2008). Livre no citosol, dá-se início sua 

replicação e recrutamento de actina A (ActA), uma proteína de superfície que 

confere mobilidade à LM e promove a consequente migração da bactéria para as 

células adjacentes dando início a uma resposta inflamatória inata (Bielecki et al., 

1990). A mobilidade da LM no citosol da célula hospedeira, promovida pelos 
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polímeros de ActA, permite a propulsão da bactéria através do citoplasma até 

alcançar células vizinhas (Domann et al., 1992; Kocks et al., 1992) e contribui para a 

virulência da LM; uma vez que bactérias deficientes em Act-A são altamente 

atenuadas, apesar de induzirem resposta imune inata e resposta adaptativa 

mediada por células T (Goossens e Milon, 1992). Apesar da via natural de infecção 

por LM ser a ingestão por via oral e consequente transporte através da barreira 

intestinal, a maioria dos estudos em laboratório são caracterizados pela indução da 

resposta imune iniciada pela infecção sistêmica após inoculação de LM pela via 

intravenosa ou intraperitoneal.  

 Após a inoculação da LM, 60% das bactérias chegam ao fígado em apenas 

10 minutos e os hepatócitos são o principal local de replicação (Mackaness, 1962; 

Gregory,Sagnimeni e Wing, 1996), sendo que mais de 90% dos hepatócitos são 

invadidos por LM até 6 horas após a infecção, mantendo-se assim por até 4 dias; 

declinado-se progressivamente com o aparecimento de uma resposta imune 

específica (Gregory,Barczynski e Wing, 1992). Múltiplos componentes da resposta 

imune estão envolvidos na proteção contra a infecção por LM e a resposta imune 

inata é rapidamente iniciada e essencial para a sobrevivência do hospedeiro 

infectado, pois controla a replicação do patógeno nos 2-3 primeiros dias da infecção, 

impedindo seu crescimento (Gregory,Barczynski e Wing, 1992), o que previne a 

sepse e contribui para a eliminação do patógeno através de uma resposta imune 

especifícia mediada por células T.  

 Em camundongos, os neutrófilos representam aproximadamente 15% dos 

leucócitos circulantes e 1-2% das células não parenquimais no fígado. Durante 

infecções bacterianas, o efluxo de neutrófilos da medula óssea para a corrente 

sanguínea e fígado aumenta, sendo que 2 horas após a infecção, 30-50% dos 
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leucócitos circulantes e 20-45% das células não parenquimais do fígado são 

neutrófilos. Os neutrófilos são os primeiros tipos celulares a migrarem para o sítio da 

infecção, através da sinalização de quiomiocinas e expressão de moléculas de 

adesão que os atraem e retém no sítio da infecção (Drevets, 1997). A correlação 

entre a magnitude de infiltrado de neutrófilos e o declínio de LM no fígado no estágio 

inicial da infecção suportam o papel dos neutrófilos na resposta efetora contra a LM 

extracelular; uma vez que na ausência de infiltrado neutrofílico o número de LM 

extracelular é maior (Cousens e Wing, 2000). Os neutrófilos contribuem para a 

resistência anti-bacteriana por secretar citocinas que suprimem a replicação da LM 

dentro dos hepatócitos, por estimular apoptose dos hepatócitos e por promover a 

lise de células infectadas impedindo a disseminação da bactéria no fígado (Edelson 

e Unanue, 2000). A destruição dos hepatócitos infectados permite a exposição da 

LM para o meio extracelular tornando-a susceptível ao ataque de neutrófilos e 

macrófagos (Unanue, 1997). Além dos neutrófilos representarem a principal célula 

efetora na fase inicial da infecção por LM eles também são fonte de IL-12, que 

estimula as células NK a produzirem e secretarem IFN-γ, sendo essencial para a 

eliminação da LM, ação esta resultante da polarização do sistema imune para uma 

resposta adaptativa do tipo Th1 (Emoto et al., 2003). As células de Kupffer também 

produzem citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α e fator 

estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF), estimulando 

células NK a secretarem IFN-γ e desenvolverem atividade citotóxica contra as 

células infectadas (Braun e Cossart, 2000; Cossart e Bierne, 2001; Carryn et al., 

2004). 

 O papel importante da imunidade inata na sobrevivência do hospedeiro 

infectado por LM já foi demonstrado em estudos utilizando camundongos knockout 
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para IFN-γ (Buchmeier e Schreiber, 1985; Harty e Bevan, 1995) e TNF-α (Havell, 

1989) ou para os receptores destas citocinas (Pfeffer et al., 1993; Rothe et al., 

1993), que rapidamente sucumbiram à infecção . Além disso, foi demonstrado que 

camundongos SCID (Bancroft,Schreiber e Unanue, 1991) e NUDE (Nickol e 

Bonventre, 1977) foram resistentes nos estágios iniciais da doença, mas não 

eliminaram a bactéria pela falha de imunidade celular e humoral característica 

destes camundongos. Neutrófilos e macrófagos são considerados os principais 

mediadores celulares na destruição da LM (Rogers e Unanue, 1993; Conlan e North, 

1994), e a depleção de granulócitos utilizando anticorpos específicos anti-GR1 

(Czuprynski et al., 1994) aumenta substancialmente a susceptibilidade à infecção 

por LM . Embora os mecanismos envolvidos na destruição bacteriana pelo 

recrutamento de granulócitos ou monócitos ainda não estejam completamente 

definidos, o burst oxidativo e a produção de óxido nítrico (NO) pareceu contribuir 

para a clearance da LM in vivo; de fato, segundo Shiloh, et al. (1999) camundongos 

deficientes em NO sintase induzível (iNOS) apresentam uma diminuição na 

resistência à infecção por LM. 

 Altas concentracões de IFN-γ promovem a ativação de macrófagos 

aumentando suas propriedades antimicrobianas e uma maior expressão das 

moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC). Isto induz a apresentação 

de antígenos às células T, as quais promovem uma resposta imune específica e 

relevante para eliminar a infecção (Pamer, 2004; Zenewicz e Shen, 2007). Os 

primeiros eventos são essenciais para a sobrevivência de um organismo infectado 

porque na sua ausência, o crescimento bacteriano acontece de forma muito rápida; 

por exemplo, camundongos em que estes eventos não aconteceram, morrem dentro 

de 72 a 96 horas (Braun e Cossart, 2000; Pamer, 2004). No entanto, a resposta que 
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ocorre nos estágios iniciais da infecção envolvendo neutrófilos, macrófagos e células 

NK não é suficiente para eliminar a infecção per se, sendo necessária a participação 

dos linfócitos T auxiliares (CD4+) e T citotóxicos (CD8+) (Lara-Tejero e Pamer, 

2004). Embora as células Tγδ controlem a resposta inflamatória na infecção por LM 

(Egan e Carding, 2000), as células T αβ apresentam papel principal no clearance 

bacteriano e na imunidade protetora a longo prazo. Entre as células T αβ, as células 

T citotóxicas são as mais importantes para mediar a imunidade protetora, pois 

promovem a lise das células infectadas, liberando a bactéria para o ambiente 

extracelular (Harty e Bevan, 1992; Harty,Schreiber e Bevan, 1992), favorecendo sua 

fagocitose (Portnoy et al., 1989). Estas células exercem esta função através de dois 

mecanismos sinérgicos: (1) liberação das enzimas perforina e granzima contra a 

célula alvo, e (2) secreção de IFN-γ para a ativação de macrófagos (Unanue, 1996; 

1997; Edelson e Unanue, 2000). As células T auxiliares em um microambiente de IL-

12 secretada por macrófagos e IFN-γ secretado pelas células NK podem diferenciar-

se em células Th1 (Guleria e Pollard, 2001) que sintetizam mais IFN-γ, amplificando 

a resposta dos macrófagos (North,Dunn e Conlan, 1997). As citocinas IL-4 

(Iizawa,Brown e Czuprynski, 1992) e IL-10 (Flesch e Kaufmann, 1994; Biswas et al., 

2007) apresentam um papel supressor nos estágios iniciais da listeriose. A 

administração do anticorpo monoclonal anti-IL-4 antes da infecção com LM produz 

aumento da resistência dos animais (Haak-Frendscho et al., 1992). Em relação à 

citocina IL-10, estudos têm demonstrado que o tratamento com IL-10 desativa a 

função fagocítica e inibe células T citotóxicas, desencadeando a disseminação da 

infecção e morte do animal, por indução do perfil antiinflamatório Th2 

(Carrero,Calderon e Unanue, 2006; Biswas et al., 2007).  
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 Desta forma, considerando que o estudo da resistência do hospedeiro a 

infecção por LM constitui um modelo bastante apropriado para a investigação de 

mecanismos envolvidos na defesa do organismo contra este patógeno, decidimos 

investigar se os efeitos causados pelo MDMA, diminuição da atividade de neutrófilos 

e alterações na distribuição de leucócitos, provocariam uma diminuição da 

resistência orgânica de camundongos a uma infecção experimental por Listeria 

monocytogenes. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 Avaliar os mecanismos neuroimunes através dos quais a 3,4 

metilenodioximetanfetamina (MDMA ou Ecstasy) produz diminuição da atividade de 

neutrófilos e alterações na distribuição de leucócitos bem como o possível 

envolvimento desses processos com a diminuição da resistência orgânica a uma 

infecção experimental por Listeria monocytogenes em camundongos. 

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Avaliar a participação do eixo HPA e do SNS n os efeitos induzidos pelo 

tratamento agudo com MDMA (10,0mg/kg) sobre:  

• a atividade de burst oxidativo e fagocitose por neutrófilos sanguíneos; 

• o peso relativo do baço, contagem total e diferencial de leucócitos sanguíneos e 

contagem de celularidade total do baço e da medula óssea.  

 

3.2.2  Avaliar os efeitos induzidos pelo tratamento  agudo com MDMA 

(10,0mg/kg) sobre: 

• a ativação do SNS através de dosagens de noradrenalina e adrenalina 

plasmáticas; 

• a ativação do fator de transcrição NFκB em neutrófilos ciculantes; 

• o crescimento de progenitores hematopoéticos de granulócitos e macrófagos 

(CFU-GM) na medula óssea e no baço de animais infectados com LM; 
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• a presença de atividade estimuladora de colônias (CSA) no soro de animais 

infectados com LM; 

• a contagem de leucócitos do sangue e celularidade total da medula óssea e 

do baço de animais infectados com LM; 

• a dosagem de citocinas (TNF-α, IL-6, IFN-γ, IL-12p70 e IL-10) e quimiocinas 

(MCP-1) no soro de animais infectados com LM. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de 

Neuroimunomodulação do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo (FMVZ-USP) e os 

experimentos de infecção com LM foram realizados no laboratório de CFU do 

Hemocentro da UNICAMP. 

4.1 Animais: 

Foram utilizados camundongos machos adultos da linhagem Balb/C, com 8-

10 semanas de idade, provenientes de proles obtidas no Biotério do Departamento 

de Patologia da FMVZ - USP. Os animais foram utilizados seguindo-se as normas e 

procedimentos éticos relativos ao uso de animais de laboratório do Comitê de Ética 

da FMVZ – USP (Protocolo nº 1224/2007). 

Antes do início dos experimentos, os animais foram alojados por um período 

mínimo de 7 dias, em gaiolas de propileno (28 x 17 x 12cm) e em número de no 

máximo 5 animais por gaiola para adaptação às condições do biotério experimental. 

Estas gaiolas foram devidamente acondicionadas em salas cuja temperatura 

ambiente (24 a 26°C) e umidade (65 a 70%) foram man tidas constantes por meio de 

aparelhos de ar condicionado central, com ventilação, exaustão e luminosidade 

controladas, obedecendo-se a um ciclo claro – escuro de 12 horas, com início da 

fase clara às 7:00 horas. Os animais foram alimentados com ração balanceada para 

roedores NUVILAB®. Ração e água foram fornecidas aos animais ad libitum durante 

todos os experimentos. Após um período de adaptação de no mínimo 7 dias, foram 

realizados os experimentos descritos abaixo.  
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4.2 Fármacos, reagentes, corantes e substâncias bio lógicas: 

MDMA – Foi extraído e purificado de comprimidos apreendidos pelo 

Departamento de Investigações sobre Narcóticos (DENARC) da Polícia Civil após 

autorização judicial, no laboratório de Análises Toxicológicas, do Departamento de 

Análises Clínicas  e Toxicológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo (FCF – USP), com grau de pureza de 99%.O MDMA foi 

diluído em solução salina (0,9%) e injetado por via intra-peritoneal (i.p.). 

RU-486 (Mifepristone)  (Sigma, St Louis, MO, USA) – antagonista dos 

receptores de glicocorticóides que foi diluído em PEG 400 (polietilenoglicol). 

Metirapona (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) – bloqueador da síntese de 

corticosterona diluído em solução de NaCl 0,9%. 

Propranolol  (Sigma, St Louis, MO, USA) – antagonista β-adrenérgico não 

seletivo que foi diluído em solução de NaCl 0,9%.  

ICI-118,551 (Tocris,  Ellisville, MO, USA) – antagonista seletivo β2-adrenérgico 

que foi diluído em solução de NaCl 0,9%.  

6-OHDA (2,4,5 trihydroxyphenethylamine)  (Sigma, St Louis, MO, USA) – 

neurotoxina que degenera os terminais noradrenérgicos, “depletando” os níveis de 

noradrenalina, que foi diluída em solução de NaCl 0,9% e  ácido ascórbico 0,01%.  

LPS (lipopolissarídeo - sorotipo 055:B5) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 

– diluído em RPMI1640 na concentração de 100 ug/mL para estimular a expressão 

de NFκB em neutrófilos sanguíneos. 

Listeria monocytogenes – foi obtida do Laboratório de Microbiologia 

(Departamento de Patologia Clínica, Hospital das Clínicas, UNICAMP), utilizada para 
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infectar os animais. As colônias foram diluídas em solução de NaCl 0,9% para obter-

se as concentrações apropriadas a serem inoculadas nos animais. 

CEPA de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (DIFCO) - Bactéria marcada 

com iodeto de propídeo utilizada para avaliar a atividade fagocítica realizada por 

neutrófilos. 

Iodeto de Propídio (PI)  (Sigma®, St Louis, MO, USA) - utilizado na técnica de 

citometria de fluxo, responsável pela emissão de fluorescência vermelha captada 

pelo citômetro; 

Diacetato 2`7`Diclorofluoresceína  (DCFH-DA/ Molecular Probes, Eugene, OR, 

USA) - responsável pela emissão de fluorescência verde após reagir com espécies 

reativas de oxigênio produzidas pelos neutrófilos . Este reagente foi mantido 

congelado (-20º C), e protegido da luz, sendo dissolvido em PBS no momento de 

uso; 

PMA - Miristato-acetato de forbol - (Calbiochem®, San Diego, CA, USA) - 

utilizado como estímulo para desencadear o burst oxidativo de neutrófilos. 

EDTA (Sigma®, St Louis, MO, USA) - utilizado na técnica de fagocitose, na 

concentração de 3 mM, com o objetivo de interromper a reação de fagocitose após o 

período de incubação das amostras; 

Solução de NaCl 0,9%  - Solução utilizada na diluição dos fármacos 

empregados nos experimentos; 

Solução de NaCl 0,9%+Ácido ascórbico (Vitamina C)  – solução antioxidante 

utilizada como veículo para 6-OHDA;  
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Soluções de NaCl 0,2% e 1,6%  - Soluções utilizadas com o objetivo de realizar 

a hemólise nas amostras de sangue analisadas no citômetro de fluxo; 

Heparina  (Liquemine®-Roche, São Paulo, SP, Brasil) – anticoagulante utilizado 

nas coletas de amostras de sangue; 

PBS (Phosfate-buffered saline, pH=7,2-7,4) - Solução utilizada nas técnicas de 

burst oxidativo e fagocitose; 

Solução de meio de cultura RPMI – 1641  (Gibco®, Grand Island, NY, USA) – 

utilizada na coleta do baço e da medula óssea do fêmur dos camundongos; 

BHI (Brain heart infusion, Merck®, Darmstadt, Germany) – meio de cultura onde 

são mantidas as alíquotas de Listeria monocytogenes em freezer -20° antes de 

serem cultivadas em ágar sangue. 

Ágar-sangue (BioCen do Brasil®, Campinas, SP, Brasil) –  meio de cultura 

utilizado para fazer os repiques de Listeria monocytogenes. 

Bacto-ágar (Difco®) - concentração final 0,6%, utilizado para cultura clonal de 

precurssores hematopoéticos (CFU) da medula óssea e do baço.  

DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium, Sigma®, St Louis, MO, USA) – 

meio de cultura utilizado para a cultura clonal de precursores hematopoéticos (CFU) 

da medula óssea e do baço. 

Soro Fetal Bovino (Cultilab® – Campinas, SP, Brasil) – utilizado para 

suplementar a cultura de clonal de precursores hematopoéticos (CFU) da medula 

óssea e do baço. 
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Azul de TRIPAN  (Merck®, Darmstadt, Germany) a 0,1 % - Utilizado para corar 

as células do baço e medula óssea, para realizar contagem e teste de viabilidade 

celular. 

4.3 Manipulação da corticosterona 

Com a finalidade de manipular os níveis séricos e os efeitos da corticosterona 

administrou-se uma única dose de metirapona (200 mg/kg) por via intraperitoneal 

(i.p.), e uma única dose de RU-486 (25mg/kg) por via subcutânea,  2 e 1 hora antes 

do tratamento com MDMA, respectivamente (Cao,Filipov e Lawrence, 2002; Newton 

et al., 2004). 

4.4 Manipulação das catecolaminas na periferia 

Com a finalidade de manipular os níveis periféricos de catecolaminas 

(noradrenalina e adrenalina) administrou-se uma única dose de 6-OHDA (200mg/kg) 

por via i.p., 3 dias antes do tratamento com MDMA ou, uma dose/dia de 6-OHDA 

(200mg/kg) por via subcutânea, durante 3 dias consecutivos antes do tratamento 

com MDMA. Também foi realizado o bloqueio dos receptores β-adrenérgicos através 

da administração de propranolol (20mg/kg) por via i.p. (Rice et al., 2001; 

Cao,Hudson e Lawrence, 2003a), 30 minutos antes do tratamento com MDMA;  o 

bloqueio dos receptores β2-adrenérgicos foi feito através da administração de ICI-

118,551 (15 mg/kg) por via i.p. (Rice et al., 2001; Cao,Hudson e Lawrence, 2003a), 1 

hora antes do tratamento com  MDMA. 

4.5 Dosagem dos níveis séricos de corticosterona 

Os animais foram decaptados para a coleta de sangue e posterior obtenção do 

soro para a dosagem dos níveis séricos de corticosterona. O sangue foi coletado em 
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eppendorfs secos e deixado à temperatura ambiente para a retração do coágulo. 

Então foi centrifugado sob refrigeração a 1000 x g por 20 minutos para obtenção do 

soro. Este soro foi armazenado em eppendorfs no freezer a -80ºC até o momento da 

realização das dosagens hormonais. As amostras foram coletadas à mesma hora do 

dia (entre 08:00 e 09:00 h) para minimizar os efeitos do ritmo circadiano sobre os 

níveis séricos de corticosterona. 

A quantificação de corticosterona foi realizada por radioimunoensaio em fase 

sólida utilizando-se o kit comercial Coat-a-Count (DPC®) específico para 

corticosterona. Nesta técnica de radioimunoensaio, há competição da corticosterona 

marcada com [I125] (iodo radioativo) e do hormônio contido na amostra (soro) pelos 

sítios de anticorpos fixados à parede do tubo de ensaio (“fase sólida”). Foi pipetado 

dentro de cada tubo de ensaio um volume de 50 µl de cada amostra de soro dos 

animais dos grupos controles e experimentais. Após a adição de 1 mL da 

corticosterona marcada com [I125], estes tubos foram incubados à temperatura 

ambiente durante 2 horas para atingirem um equilíbrio. A seguir, o conteúdo dos 

tubos foi desprezado sendo a leitura da radioatividade remanescente desta reação 

feita no contador automático de radiação gama (Packard®). Os resultados finais das 

contagens por minutos foram expressos em ng/mL, com sensibilidade de 2,87 ng/mL 

e coeficiente de variação intra-ensaio de 5,48%. 

Todos os ensaios para dosagem de corticosterona foram realizados no 

Laboratório de Dosagens Hormonais do Departamento de Reprodução Animal 

(VRA), da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São 

Paulo (FMVZ –USP). 
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4.6 Dosagem dos níveis plasmáticos de adrenalina e noradrenalina 

Os animais foram decaptados e o sangue coletado em eppendorfs de 1,5 mL 

contendo 10 µL de EDTA 10%. As amostras foram colocadas imediatamente em 

banho de gelo por no máximo 15 minutos, centrifugadas a 1000 x g por 20 minutos e 

o plasma foi coletado e estocado em freezer -80ºC até o momento da análise. 

As catecolaminas foram extraídas do plasma utilizando-se um sistema de 

separação por óxido de alumínio, que consiste da ligação das catecolaminas no 

óxido de alumínio quando em pH básico, após a adição de tampão Tris-HCl (pH 8,6) 

e da recuperação das catecolaminas, após processos de lavagem com água 

destilada, pela adição de ácido perclórico 0,1 M. Ao final desse processo o 

sobrenadante foi coletado e injetado (20 µl) no aparelho de High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) acoplado a um detector eletroquímico (HPLC-ED, 

(SHIMATZU, Modelo 10A e Antec) conforme descrito por Del Rey et al. (2009) para 

a quantificação de adrenalina e noradrenalina. As amostras ficaram no gelo ou na 

geladeira (4ºC) até o momento da injeção no equipamento. 

Foi utilizada a técnica de cromatografia em fase reversa com pareamento 

iônico. Esta técnica fundamenta-se na cromatografia de partição ou absorção. A fase 

móvel utilizada na quantificação das catecolaminas era constituída de 

hidrogenofostado dissódico dihidratado (0,05 M), ácido cítrico (0,05 M), octilsulfato 

de sódio e EDTA, juntamente com acetonitrila (10%), com pH 4,0 após adição de 

ácido cítrico. A fase móvel foi utilizada em um sistema isocrático e fluxo de 0,5 

mL/min. A fase móvel foi filtrada em um sistema a vácuo e deaerado por 30 minutos 

com um fluxo de hélio antes de ser colocada no HPLC. Após sua instalação no 

sistema cromatográfico, a fase móvel permaneceu por, no mínimo, uma noite 

circulando em um sistema fechado, de modo a permitir a estabilização do aparelho, 
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com fluxo constante de 0,3 mL/min. O detector eletroquímico foi mantido com 

potencial de +0,8 V no eletrodo de trabalho. 

Os padrões de adrenalina e noradrenalina nas concentrações de 10-3 M foram 

diluídos até uma concentração de 10-7 M em água destilada e passaram pelo mesmo 

processo de extração descrito acima. A cada amostra proveniente dos animais 

foram adicionadas concentrações de padrão interno, DHBA 10-7M, e os valores 

obtidos foram utilizados para efetivação dos devidos ajustes nas medidas das 

concentrações das catecolaminas. 

Os analitos foram reconhecidos segundo seu tempo de retenção na coluna 

cromatográfica, através de comparação com os padrões de concentrações 

conhecidas. O tempo total de passagem de cada amostra foi de aproximadamente 

15 min. Para todas as dosagens foram estabelecidas curvas de calibração, 

calculados os coeficientes de correlação linear (r2) sendo considerados adequados 

valores r2 superiores 0,8. Para o estabelecimento da precisão intra-ensaio do 

método cromatográfico foram calculados os coeficientes de variação (CV%) das 

diferentes concentrações das catecolaminas analisadas e foram considerados 

adequados valores com CV% inferiores a 15%. 

4.7 Avaliação da celularidade do baço e da medula ó ssea 

A celularidade do baço foi determinada após fricção destes órgãos por meio de 

RPMI-1640 a 4°C, com auxílio de lâminas de microsco pia Perfecta®. A seguir, esta 

suspensão de células foi centrifugada a 250 x g por 8 minutos, e o sobrenadante foi 

descartado. Em seguida foi realizada a lise hipotônica com soluções de NaCl 02% e 

1,6% e as amostras foram submetidas a centrifugação novamente, o sobrenadante 

foi descartado e as células foram ressuspensas em 10 mL de PBS. A contagem foi 
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realizada em câmara de Neubauer (diluição 1:40), sendo a viabilidade celular das 

mesmas observada pela coloração com azul de tripan, aceitando-se um valor 

mínimo de 95% de viabilidade. 

Para determinar a celularidade da medula óssea, foi utilizado o fêmur direito 

de cada animal. O conteúdo da medula óssea foi lavado com 5,0 mL de meio RPMI-

1640 e a suspensão resultante foi acondicionada em tubos de polipropileno de 15,0 

mL (falcon), dentro de banho de gelo. Imediatamente após, a contagem foi realizada 

em câmara de Neubauer (diluição 1:20), sendo a viabilidade celular das mesmas 

observada pela coloração com azul de tripan, aceitando-se um valor mínimo de 95% 

de viabilidade. 

4.8 Contagem de leucócitos totais e diferencial no sangue 

O sangue foi coletado em tubos de polipropileno contendo EDTA 10%. A 

contagem total de leucócitos sanguíneos foi realizada em um contador de células 

ABC-Vet (Horiba ABX®) de uso veterinário. A contagem diferencial dos leucócitos 

sangüíneos foi realizada em extensão sanguínea após coloração com May 

Grunwald-Giensa modificado. 

4.9 Citometria de Fluxo  

Foi utilizado um citômetro de fluxo (FACScalibur Immunocytometry System, 

San Jose, Ca, USA) conectado com um computador (Macintosh Apple, CA, USA) 

para análise da atividade e da expressão do fator de transcrição NFκB em 

neutrófilos circulantes e para as dosagens de citocinas por Cytometric Beads Array - 

CBA Mouse Inflammation kit (BD Biosciences). Foram analisados 10.000 eventos 

utilizando-se o software Cell Quest Pro (Becton Dickinson Immunocytometry System, 

San Jose, CA, USA).   
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4.9.1  Medida da atividade de neutrófilos sanguíneo s 

O sangue foi coletado por decaptação em tubos eppendorfs de 1,5 mL 

contendo 10µL de heparina, que foram colocados imediatamente em banho de gelo. 

Foram utilizadas amostras sangüíneas de 100 µl para a análise do burst oxidativo e 

da atividade fagocítica, conforme descrito por Hasui, Hirabayashi et al (1989). As 

subpopulações celulares foram reconhecidas por meio das propriedades FSC 

Forward Scatter e SSC - Side Scatter do aparelho que avaliam o tamanho e a 

complexidade interna das mesmas, respectivamente, como ilustrado na figura 1 A . 

A fluorescência verde do DCFH foi mensurada a 530±30 nm (detector FL1) e 

fluorescência de cor vermelha do S. aureus marcado com o iodeto de propídeo (PI) 

mensurada a 585±42 nm (detector FL2), como ilustado nas figuras 1 B e 1C. A 

fluorescência verde emitida pelo DCFH foi usada para estimar o burst oxidativo das 

células analisadas em diferentes situações de estimulação. A fagocitose foi estimada 

pela intensidade média de fluorescência/célula emitida pelo PI. A porcentagem de 

fagocitose (porcentagem de neutrófilos que fagocitaram bactérias) foi calculada 

através do número de neutrófilos fluorescentes divididos pelo número total destas 

células e multiplicado por 100. As fluorescências do PI e do DCFH foram analisadas 

utilizando-se compensação de fluorescências para corrigir quaisquer interferências 

de sinais emitidos pelos mesmos. Através do Cell Quest Pro® foi analisada a 

população de neutrófilos, excluindo-se as populações de linfócitos e monócitos, por 

meio da análise dos gates. Além disso, para todos os experimentos o aparelho foi 

calibrado com um tubo branco (sem estímulo algum) usado como controle de 

fluorescência basal da célula a ser analisada.  
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Figura 1  – (A) Citograma de leucócitos circulantes incubados com PBS de animais do grupo controle. 
R1=linfócitos; R2=monócitos; R3=neutrófilos. (B) Histograma dos neutrófilos incubados com DCFH. 
(C) Histograma dos neutrófilos incubados com S.aureus realizando fagocitose. 

 

4.9.2 Determinação da expressão de NF κκκκB em neutrófilos sanguíneos 

 Os animais foram decaptados e o sangue foi coletado em eppendorfs 

contendo 10µL de heparina. Em seguida, 200µL da amostra de sangue foi 

transferida para tudos de citometria e diluída em uma proporção igual de RPMI-

1640. As amostras foram estimuladas com LPS na concentração de 1µg/mL por 15 

min em estufa a 37°C a 5% CO 2. Após o período de incubação as amostras foram 

submetidas a lise hipotônica com soluções de NaCl 0,2% e 1,6%, em seguida 

centrifugadas por 5 minutos a 250 x g. O sobrenadante foi descartado e as amostras 

foram incubadas com anticorpo anti-CD11b-PercP por 1 hora no escuro para 

marcação da membrana dos neutrófilos, como ilustram as figuras 2 A e B. Após a 

marcação da membrana as células foram fixadas, permeabilizadas e incubadas com 

anticorpo anti-NFkB p65-PE por 30 minutos no escuro para marcação intracelular do 

fator de transcrição NFκB p65, como ilustrado nas figuras 2 C e D . Por fim, as 

células foram lavadas e submetidas a centrifugação e ressuspendidas para leitura 
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no citômetro de fluxo, para determinação da intensidade de fluorescência de PE 

(detector FL2) e PercP (detector FL3). 

 

Figura 2 –  (A) Citograma representando o gate na população de neutrófilos sanguíneos. (B) 
Citograma representando a população de neutrófilos que expressam CD-11b. (C) Citograma 
representando população de neutrófilos que expressam NFkB p65. (D) Citograma representando 
população de neutrófilos com dupla marcação: CD11b e NFkB. 

 

4.9.3 Dosagem de citocinas e quimiocinas 

 Os animais foram decapatados e o sangue foi coletado em tubos eppendorfs 

de 1,5 mL contendo 10 µL de EDTA 10%. O sangue foi centrifugado a 1000 x g por 
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20 minutos  e o plasma coletado e armazenado em freezer -80°C até o momento 

das análises. A dosagem de citocinas e quimiocinas foi realizada utilizando-se CBA 

mouse inflammation kit que pode ser utilizado para medir quantitativamente TNF-α, 

IFN-γ, IL-6, IL-12 p70, IL-10 e MCP-1 em uma única amostra de plasma. O CBA 

pode ser comparado ao método de ELISA sanduíche e o protocolo de análise foi 

realizado de acordo com as instruções do fabricante. De forma resumida, os 

nanobeads de captura, de detecção e as citocinas recombinantes da curva padrão 

específicos para cada citocina foram diluídas nas concentrações recomendadas. 

Cada nanobead está ligado a anticorpos específicos para a citocina/quimiocina a ser 

quantificada e apresenta tamanhos diferentes, o que permite a diferenciação de 

cada citocina, em diferentes picos de intensidade de fluorescência, como 

demonstrado na figura 3 .  

 Os reagentes foram adicionados aos tubos de citometria relativos aos 

padrões e as amostras na seguinte ordem: suspensão de nanobeads de captura 

(50µL), padrões nas diferentes diluições e amostras (50µL) e os nanobeads de 

detecção (50µL); essa mistura ficou sob incubação por 2 horas em temperatura 

ambiente no escuro. Após o período de incubação os tubos contendo os padrões e 

as amostras foram centrifugados a 250 x g por 5 minutos, lavados, centrifugados 

novamente e ressupensos para leitura no citômetro de fluxo, e deteminação da 

intensidade de fluorescência de PE (detector FL3). 
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Figura 3  – (A) Citograma que ilustra as populações de nanobeads da curva padrão para as diferentes 
citocinas na concentração de 625 pg/mL. (B) Histograma que ilustra os picos de intensidade de 
fluorescência para os diferentes populações de nanobeads. Figura adaptada do manual do usuário do 
CBA mouse inflammation kit – BD Biosciences. 
 

 

4.10 Listeria monocytogenes (LM) 

 A cepa de LM foi gentilmente cedida pelo Laboratorio de Microbiologia do 

Departamento de Patologia Clinica (Hospital das Clinicas-UNICAMP) e todos os 

experimentos referentes à infecção experimental foram realizados no laboratório de 

CFU do Hemocentro da UNICAMP. A LM foi mantida em meio de cultura BHI  e 

incubada por 24-48 horas a 37°C. Os repiques foram feitos em ágar-sangue, e 

novamente incubados a 37°C por 24 horas. As colônia s obtidas foram diluídas em 

solução de NaCl 0,9% e as concentracões foram determinadas por 

espectrofotometria através da escala de McFarland (Vitek Colorimeter). 

 Para a padronizacão da dose subletal, foi determinado o número ideal de 

microorganismos a ser inoculado em cada animal, realizando-se um estudo de 

sobrevida utilizando-se diferentes concentrações da bactéria. Para o estudo dos 

parâmetros imunológicos e hematopoéticos utilizamos a dose subletal de 5x103 

microrganismos/animal. Ambas as concentrações foram inoculadas i.p. diluídas em 

solução de NaCl 0,9%. 
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4.11 Metodologia da cultura clonal de precursores h ematopoéticos (CFU) da 

medula óssea e do baço de camundongos  

 Os animais foram decaptados e colocados em decúbito ventral para assepsia 

com álcool 70%. O fêmur direito foi retirado e as epífises foram cortadas; com o 

auxílio de uma agulha e seringa contendo meio RPMI-1640, a medula foi transferida 

para um tubo falcon de 15 mL. Os baços foram removidos assepticamente, lavados 

com solução de NaCl 0,9% estéril e com o auxílio de um macerador foram obtidas 

suspensões celulares em meio RPMI. As suspensões foram mantidas no gelo e o 

número de células foi contado em câmara de Neubauer após diluição em solução de 

azul de tripan. Preparou-se o meio, conforme descrito abaixo: 

• 30% de meio DMEM duas vezes concentrado; 

• 20% de soro fetal bovino;  

• 50% de ágar.  

 Em seguida, 1x105 células/mL da medula ou 2x105 células/mL do baço foram 

adicionadas em 2 mL do meio preparado e homogeneizados em placas de Petri 

(35mm), as quais já continham o estímulo apropriado (100µL do fator estimulador de 

colonias GM-CSF na concentração final 0,5 ng/mL - Sigma). As placas foram 

incubadas por sete dias em estufa a 37°C na presenç a de 5% de CO2. O número de 

colônias foi determinado em microscópio de dissecção com aumento de 40X. 

4.12 Avaliação da atividade estimuladora de colônia s (CSA) para precursores 

da medula óssea no soro 

 O sangue dos animais foi coletado por decaptação e centrifugado para 

obtenção do soro e armazenado a – 20°C. A atividade  estimuladora de colônias no 

soro dos animais tratados foi avaliada pela capacidade promotora do crescimento e 
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diferenciação de precursores hematopoéticos da medula óssea de animais naive. De 

acordo com van den Engh e Bol (1975), a menor concentração capaz de estimular o 

crescimento de colônias é considerada como 1 unidade de CSF/mL. A capacidade 

de estimular a formação de colônias de granulócitos e macrófagos foi testada em 

cultura semi-sólida como descrito no item 4.11. Os valores foram expressos em 

unidades por mL e determinados a partir da curva de titulação do fator estimulador 

de colônias (GM-CSF). De acordo com a curva de titulação, a menor concentração 

capaz de estimular o crescimento de colônias foi  0,125ng/mL. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Os dados foram avaliados pelo teste de Bartlet para determinação da 

homogeneidade das variâncias. Os dados paramétricos foram analisados através da 

análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey-Kramer de 

comparações múltiplas, para avaliação dos contrastes. Os resultados não 

paramétricos foram analisados pelo teste “U” de Mann-Whitney ou por Kruskal-Wallis 

com sua resolução própria. Foram consideradas significantes as análises com p≤ 

0,05. 

 Todas as análises estatísticas foram feitas com o auxílio do programa 

estatístico denominado GraphPad Prism para Windows, versão 5 (2007). 
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6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS 

6.1 Experimento 1 – A metirapona previne os efeitos  da administração de 

MDMA sobre a atividade de neutrófilos 

Para manipular os níveis séricos de corticosterona foram testadas duas doses 

de metirapona, um inibidor da enzima 11β-hidroxilase, que converte 11-

dioxicorticosterona em corticosterona, causando diminuição dos níveis séricos de 

corticosterona. Trinta e cinco camundongos foram separados ao acaso em 6 grupos. 

Os animais foram tratados pela via i.p. com um volume 0,1 mL das soluções usadas 

para cada 10g de peso corporal. Os animais do grupo controle receberam duas 

injeções de solução de NaCl 0,9% (salina). Os animais dos grupos metirapona 

receberam uma injeção de metirapona na concentração de 100 ou 200mg/kg e uma 

injeção de solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injeção de 

solução salina e uma injeção de MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os 

animais do grupo Metirapona+MDMA receberam uma injeção de metirapona (100 ou 

200mg/kg) e uma injeção de MDMA (10mg/kg). Os animais receberam a primeira 

injeção 3 horas antes da eutanásia e a segunda injeção 1 hora antes da eutanásia. 

Todos os animais em estudo receberam duas injeções para eliminar possíveis 

efeitos do estresse da injeção. A figura 4  ilustra este esquema de tratamento e os 

resultados das dosagens de corticosterona são ilustrados na figura 5.  
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Figura 4 – Esquema de tratamento empregado para manipular os níveis de glicocorticóides 
previamente à avaliação dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutrófilos de camundongos 
Balb/C. 
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Figura 5 –  Dosagens dos níveis séricos de corticosterona de animais tratados com metirapona 
previamente ao tratamento com MDMA. *p<0,05 em relaçãoaos grupos MDMA e Met 100+MDMA e 
não diferem entre si, #p<0,05 em relação a todos os grupos e não diferem entre si, Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=5 animais/grupo. 
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Como observamos na figura 5, a dose de 200 mg/kg de metirapona foi capaz 

de prevenir o aumento dos níveis séricos de corticosterona (F(5,29)=33,54; 

p<0,0001) induzido por MDMA; esta dose foi, então, utilizada nos experimentos 

posteriores. 

Desta forma, trinta e dois camundongos foram separados ao acaso em 4 

grupos. Os animais foram tratados pela via i.p. com de volume 0,1 mL de solução 

para cada 10g de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam 2 

injeções de solução salina. Os animais do grupo metirapona receberam uma injeção 

de metirapona na concentração de 200mg/kg e uma injeção de solução salina. Os 

animais do grupo MDMA receberam uma injeção de solução salina e uma injeção de 

MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo Metirapona+MDMA 

receberam uma injeção de metirapona (200mg/kg) e uma injeção de MDMA 

(10mg/kg). Os animais receberam a primeira injeção 3 horas antes da eutanásia e a 

segunda injeção 1 hora antes da eutanásia. Todos os animais em estudo receberam 

duas injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 4  

ilustra este esquema de tratamento. 

RESULTADOS 

A tabela 1 mostra que os efeitos produzidos pela administração de MDMA 

sobre a atividade de neutrófilos sanguíneos foram prevenidos pela administração 

prévia de metirapona. A análise estatística dos dados mostrou uma redução tanto do 

burst induzido por SAPI e PMA como da intensidade e porcentagem de fagocitose 

nos animais tratados com MDMA em relação aos animais do grupo controle tratados 

com solução salina; replicando-se assim, os dados obtidos com o MDMA durante o 

mestrado. Entretanto, no grupo dos animais tratados com metirapona previamente 

ao tratamento com MDMA estes efeitos foram prevenidos tanto no que diz respeito 
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ao burst induzido por SAPI (F(3,28)=23,32; p<0,0001) e PMA (F(3,28)=6,25; 

p=0,0022) como no relativo à intensidade (F(3,28)=36,80; p<0,0001) e porcentagem 

(F(3,28)=35,51; p<0,0001) de fagocitose em relação aos animais do grupo tratado 

com salina previamente ao MDMA. 

O burst basal dos neutrófilos não foi alterado por qualquer um dos 

tratamentos, e o tratamento com metirapona não alterou nenhum dos parâmetros 

avaliados em relação ao grupo controle tratado com salina. As figuras 6 e 7  ilustram 

estes resultados. 

 

Tabela 1- Efeitos da administração prévia de metirapona (200mg/kg) sobre a 
diminuição da atividade de neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg)  

 Grupos 

Parâmetros A Salina Metirapona MDMA Metirapona+MDMA 

Burst basal 50,51±11,59 45,09±7,34 51,07±18,78 46,64±12,67 

Burst SAPI 45,90±6,29 51,41±3,44 33,66±5,83* 51,05±2.94 

Burst PMA 73.98±13,48 69,86±13,42 56,46±12,68* 82,08±7,93 

Int Fagocitose 48,78±1,84 50,73±2.89 38,82±5,04* 61,76±6,30 

% Fagocitose 93,74±0,79 98,54±0,29 79,68±8,20* 97,97±1,30 

Os dados representam a intensidade média de fluorescência (media±desvio padrão), 
correspondente ao gate da população de neutrófilos sangüíneos. *p<0,05 em relação a todos os 
grupos, dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de 
múltiplas comparações. n=8 animais/grupo. 
APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutrófilos que fagocitaram partículas de SAPI. 
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela população de neutrófilos. 
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Figura 7 - A administração prévia de metirapona (200mg/kg) impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B –. porcentagem de 
fagocitose. * p<0,05 em relação a todos os grupos, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. n=8 animais/grupo. 
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Figura 6 - A administração prévia de metirapona (200mg/kg) impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo após estímulo in vitro com SAPI, B –
burst oxidativo após estímulo in vitro com PMA. * p<0,05 em relação a todos os grupos, Anova de 
uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=8 animais/grupo. 
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6.2 Experimento 2 – O RU-486 previne os efeitos da administração de MDMA 

sobre a atividade de neutrófilos 

 Vinte e cinco camundongos foram separados ao acaso em 5 grupos. Os 

tratamentos com solução salina e MDMA foram realizados pela via i.p. empregando-

se sempre um volume de 0,1 mL de solução para cada 10g de peso corporal. Os 

tratamentos com RU e PEG 400 foram realizados pela via subcutânea no volume de 

0,1mL por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções dessa 

solução. Os animais do grupo PEG (veículo do RU-486) receberam uma injeção de 

PEG 400 e uma injeção de solução salina. Os animais do grupo RU receberam uma 

injeção de RU-486 na concentração de 25 mg/kg e uma injeção de solução salina. 

Os animais do grupo MDMA receberam uma injeção de solução salina e uma 

injeção de MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo 

RU+MDMA receberam uma injeção de RU-486 (25 mg/kg) e uma injeção de MDMA 

(10mg/kg). Todos os animais em estudo receberam duas injeções para eliminar 

possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 8  ilustra este esquema de 

tratamento.  
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Figura 8 - Esquema de tratamento empregado para manipular os receptores de glicocorticóides 
previamente à avaliação dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutrófilos de camundongos 
Balb/C. 

 

RESULTADOS 

A tabela 2 mostra que os efeitos da administração de MDMA sobre a 

atividade de neutrófilos sanguíneos foram prevenidos pela administração prévia de 

RU-486. A análise estatística dos dados mostrou uma redução tanto do burst 

induzido por SAPI e PMA como da intensidade e porcentagem de fagocitose dos 

animais tratados com MDMA em relação aos animais do grupo controle tratados com 

solução salina, como observado anteriormente. Entretanto, no grupo dos animais 

tratados com RU-486 previamente ao tratamento com MDMA estes efeitos foram 

prevenidos tanto para o burst induzido por SAPI (F(4,20)=11,96; p<0,0001) e PMA 

(F(4,20)=12,10; p<0,0001) como para a intensidade (F(4,20)=9,15; p=0,0002) e 
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porcentagem (F(4,20)=16,8 p<0,0001) de fagocitose em relação aos animais do 

grupo tratados com salina previamente ao MDMA. 

O burst basal dos neutrófilos não foi alterado por qualquer um dos 

tratamentos, e o tratamento com RU-486 ou com o seu veículo PEG 400 não alterou 

quaisquer dos parâmetros avaliados em relação aos dados obtidos nos animais do 

grupo controle tratado com salina. As figuras 9 e 10 ilustram estes resultados. 

 

 

Tabela 2 – Efeitos da administração prévia de RU-486 (25 mg/kg) sobre a 
diminuição da atividade de neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg)  

  Grupos 

Parâmetros A Salina PEG RU MDMA RU+MDMA 

Burst basal 52,42±2,88 51,71±3,01 50,15±10,22 52,37±15,83 68,88±3,17 

Burst SAPI 77,08±5,04 69,10±19,29 71,48±3,46 56,04±7,19* 97,10±2,63* 

Burst PMA 91,86±3,75 83,52±4,55 83,70±1,68 67,34±7,45* 88,32± 9,43 

Int Fagocitose  29,60±3,19 25,92±3,04 26,26±4,24 19,31±0,88* 28,25±3,33 

% Fagocitose 94,84±0,92 94,78±1,28 96,41±1,75 77,87±0,15* 92,47± 2,02 

Os dados representam a intensidade média de fluorescência (media±desvio padrão), 
correspondente ao gate da população de neutrófilos sangüíneos. *p<0,05 em relação a todos os 
grupos, dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de 
múltiplas comparações. n=8 animais/grupo. 
APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutrófilos que fagocitaram partículas de SAPI. 
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela população de neutrófilos. 
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Figura 9 - A administração prévia de RU-486 (25mg/kg) impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo após estímulo in vitro com SAPI, B – 
burst oxidativo após estímulo in vitro com PMA. * p<0,05 em relação a todos os grupos, Anova de 
uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=5 animais/grupo. 
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Figura 10 - A administração prévia de RU-486 (25mg/kg) impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B –. porcentagem de 
fagocitose. * p<0,05 em relação a todos os grupos, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. n=5 animais/grupo. 
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6.3 Experimento 3 – A 6-OHDA não previne os efeitos  da administração de 

MDMA sobre a atividade de neutrófilos 

Para determinar se o MDMA induz aumento nos níveis de adrenalina e 

noradrenalina periférica, dosamos os níveis destas catecolaminas no plasma de 

animais tratados com MDMA. Vinte camundongos foram separados ao acaso em 2 

grupos. Os animais foram tratados pela via i.p. com um volume 0,1 mL das soluções 

usadas para cada 10g de peso corporal de cada animal. Os animais do grupo 

controle receberam uma injeção de solução salina e os animais do grupo MDMA 

receberam uma injeção de MDMA na concentração 10mg/kg, após 60 minutos do 

tratamento os animais foram submetidos a eutanásia para coleta de sangue.  

RESULTADOS 

A tabela 3 mostra que a administração de MDMA aumentou os níveis de 

noradrenalina (t=4,182; p=0,0006) e adrenalina (t=2,658; p=0,0197) no plasma dos 

animais tratados em relação aos animais do grupo controle. A figura  11 ilustra esses 

resultados. 

 

Tabela 3 – Efeitos da administração de MDMA (10mg/kg) sobre os níveis 
plasmáticos de noradrenalina e adrenalina de camundongos. 

                 Grupos 

 Salina MDMA 

Noradrenalina (ng/mL) 231±78,10 514,9±189,2* 

Adrenalina (ng/mL) 236,3±34,81 311,2±70,75* 

Os dados representam media±desvio padrão, *p<0,05 em relação ao grupo salina, dentro do 
mesmo parâmetro, Teste t-Student,  n=10 animais/grupo. 
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Figura 11 – A administração de MDMA (10mg/kg) aumenta os níveis de noradrenalina e adrenalina 
no plasma. A - noradrenalina, B –. adrenalina. * p<0,05 em relação ao grupo salina, Teste t de 
student. n=10 animais/grupo 

 

Para manipular os níveis de catecolaminas periféricas, foram realizados dois 

protocolos distintos de simpatectomia química induzida por 6-OHDA. No primeiro 

protocolo, quarenta camundongos foram separados ao acaso em 5 grupos. Os 

animais foram tratados pela via i.p. com um volume 0,1 mL das soluções usadas 

para cada 10g de peso corporal de cada animal. Os animais do grupo controle 

receberam quatro injeções de solução salina. Os animais do grupo Salina+Vitamina 

C (veículo da 6-OHDA) receberam quatro injeções de Salina+Vitamina C e uma 

injeção de solução salina. Os animais do grupo 6-OHDA receberam três injeções de 

6-OHDA, diluído em salina+Vitamina C, na concentração de 200mg/kg e uma 

injeção de solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam três injeções de 

solução salina e uma injeção de MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os 

animais do grupo 6-OHDA+MDMA receberam três injeções de 6-OHDA (200mg/kg) 

e uma injeção de MDMA (10mg/kg). Os camundongos receberam uma injeção por 
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dia, durante quatro dias consecutivos sendo que a última foi realizada 1 hora antes 

da eutanásia. Todos os animais em estudo receberam quatro injeções para eliminar 

possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 12  ilustra o esquema de 

tratamento. 

 

 

Figura 12 - Esquema de tratamento para manipulação dos níveis de catecolaminas previamente à 
avaliação dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutrófilos em camundongos Balb/C. 
 

RESULTADOS 

A tabela 4 mostra que os efeitos da administração de MDMA sobre a 

atividade de neutrófilos sanguíneos não foram prevenidos pelo tratamento prévio 

com 6-OHDA. A análise estatística dos dados mostrou uma redução tanto do burst 

induzido por SAPI (F(4,30)=15,56; p<0,0001) e por PMA (F(4,31)=4,303, p=0,0070) 

como da intensidade (F(4,34)=11,70; p<0,0001) e porcentagem de fagocitose 
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(F(4,35)=18,38; p<0,0001) nos animais tratados com MDMA em relação aos animais 

do grupo controle tratados com solução salina, replicando-se, assim, mais uma vez 

os dados obtidos anteriormente. Ainda foi possível observar que o tratamento com 6-

OHDA não foi capaz de prevenir os efeitos do MDMA sobre os parâmetros 

avaliados, exceto no que diz respeito à porcentagem de fagocitose em relação aos 

animais do grupo tratados com salina previamente ao MDMA. As figuras 13 e 14 

ilustram estes resultados. 

O burst basal dos neutrófilos não foi alterado por qualquer dos tratamentos, e 

o tratamento com 6-OHDA não alterou nenhum dos parâmetros avaliados da 

atividade de neutrófilos em relação ao grupo controle tratado com salina. É 

importante ressaltar que todos os animais tratados com 6-OHDA apresentaram 

diarréia intensa durante os 3 dias de tratamento e tiveram uma diminuição de 5g em 

média no peso corporal. 

Tabela 4 – Efeitos da administração prévia de 6-OHDA (200mg/kg) sobre a 
diminuição da atividade de neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg)  

 Grupos  

Parâmetros A Salina Salina+VitC 6-OHDA MDMA 6-OHDA+MDMA 

Burst basal 50,51±11,59 46,05±9,34 51,30±7,53 51,07±18,78 52,36±14,21 

Burst SAPI 49,44±5,08 51,76±2,92 54,86±10,95 33,66±5,83* 36,69±5,06* 

Burst PMA 77,33±13,22 70,99±12,31 79,10±14,14 56,46±12,68# 65 ,90±5,98 

Int Fagocitose  49,72±0,29 45,26±3,93 49,74±6,44 38,82±5,04* 39,63±2,88* 

% Fagocitose 93,02±1,52 96,97±1,97 96,70±1,88 81,35±8,62** 93,24±2,07 

Os dados representam a intensidade média de fluorescência (media±desvio padrão), 
correspondente ao gate da população de neutrófilos sangüíneos. *p<0,05 em relação aos grupos 
salina, salina+vitC e 6-OHDA e não são diferentes entre si, #p<0,05 em relação aos grupos salina, 
salina+VitC e 6-OHDA, **p<0,05 em relação a todos os grupos,dentro do mesmo parâmetro, 
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=8 
animais/grupo. 
APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutrófilos que fagocitaram partículas de SAPI. 
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela população de neutrófilos.
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Figura 13 - A administração prévia de 6-OHDA (200mg/kg) não impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo após estímulo in vitro com SAPI, B – 
burst oxidativo após estímulo in vitro com PMA. *p<0,05 em relação aos grupos salina, salina+VitC e 
6-OHDA e não são diferentes entre si, #p<0,05 em relação aos grupos salina, salina+VitC e 6-OHDA, 
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=8 animais/grupo. 
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Figura 14 - A administração prévia de 6-OHDA (200mg/kg) não impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B –. porcentagem de 
fagocitose. *p<0,05 em relação aos grupos salina, salina+vitC e 6-OHDA e não são diferentes entre 
si, **p<0,05 em relação a todos os grupos, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de 
múltiplas comparações. n=8 animais/grupo. 
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 Os efeitos colaterais causados pelo primeiro protocolo de tratamento com 6-

OHDA pareceram suficientes para comprometer nossos resultados; por isso, 

decidimos utilizar um segundo protocolo de tratamento com 6-OHDA para manipular 

os níveis periféricos de catecolaminas.  

Sendo assim, trinta e dois camundongos foram separados ao acaso em 4 

grupos. Os animais foram tratados pela via i.p. e com um volume 0,1 mL das 

soluções usadas para cada 10g de peso corporal de cada animal. Os animais do 

grupo controle receberam duas injeções de solução salina. Os animais do grupo 6-

OHDA receberam uma injeção de 6-OHDA, diluído em salina+Vitamina C, na 

concentração de 200mg/kg e uma injeção de solução salina. Os animais do grupo 

MDMA receberam uma injeção de solução salina e uma injeção de MDMA na 

concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo 6-OHDA+MDMA receberam 

uma injeção de 6-OHDA (200mg/kg) e uma injeção de MDMA (10mg/kg). Os 

camundongos receberam a primeira injeção 3 dias antes da eutanásia e a segunda 

injeção 1 hora antes da eutanásia. Todos os animais em estudo receberam duas 

injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção, como ilustrado na 

figura 15 .  

No atual protocolo não observamos efeitos colaterais tão intensos quanto 

anteriormente, os animais apresentaram diarréia menos intensa e uma menor perda 

de peso, o que acreditamos tenha permitido uma análise mais fidedigna dos efeitos 

do composto em estudo e os resultados são descritos a seguir.  
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Figura 15 - Esquema de tratamento para manipulação dos níveis de catecolaminas previamente à 
avaliação dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutrófilos em camundongos Balb/C. 
 

RESULTADOS 

A tabela 5 mostra que os efeitos da administração de MDMA sobre a 

atividade de neutrófilos sanguíneos não foram prevenidos pelo tratamento prévio 

com 6-OHDA. A análise estatística dos dados mostrou uma redução tanto do burst 

induzido por SAPI (F(3,28)=3,884; p=0,0194) e por PMA (F(3,28)=8,748; p=0,0003) 

como da intensidade (F(3,28)=8,532; p=0,0003) e porcentagem de fagocitose 

(F(3,28)=14,88; p<0,0001) nos animais tratados com MDMA em relação aos animais 

do grupo controle tratados com solução salina, replicando-se, mais uma vez os 

dados obtidos anteriormente. Ainda foi possível observar que o tratamento com 6-

OHDA não preveniu os efeitos do MDMA sobre os parâmetros avaliados, 

confirmando e reforçando os dados obtidos anteriormente. As figuras 16 e 17 

ilustram estes resultados. 
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O burst basal dos neutrófilos não foi alterado por qualquer dos tratamentos, e 

o tratamento com 6-OHDA não alterou nenhum dos parâmetros avaliados da 

atividade de neutrófilos em relação aos dados obtidos no grupo controle em que os 

animais foram tratados com salina.  

 

Tabela 5 – Efeitos da administração prévia de 6-OHDA (200mg/kg) sobre a 
diminuição da atividade de neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg)  

Grupos 

Parâmetros A Controle 6-OHDA MDMA 6-OHDA+MDMA 

Burst basal 47,23±14,60 51,30±7,53 49,81±19,01 48,66±12,71 

Burst SAPI 144,10±20,66 137,60±14.99 112,30±33,20# 118,40±11,92 

Burst PMA 135,20±28,78 110,20±11,97 78,50±24,27* 93,47±24,52*  

Int Fagocitose 48,99±2,075 52,98±6,513 40,86±5,001# 42,41±7,001** 

% Fagocitose 93,02±1,527 96,70±1,886 81,35±8,62* 82,36±6,799* 

Os dados representam a intensidade média de fluorescência (media±desvio padrão), correspondente 
ao gate da população de neutrófilos sangüíneos. *p<0,05 em relação aos grupos salina e 6-OHDA e 
não são diferentes entre si, #p<0,05 em relação aos grupos salina e 6-OHDA, **p<0,05 em relação ao 
grupo 6-OHDA, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=8 
animais/grupo. 

APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutrófilos que fagocitaram partículas de SAPI. 
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela população de neutrófilos. 
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Figura 16 - A administração prévia de 6-OHDA (200mg/kg) não impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo após estímulo in vitro com SAPI, B – 
burst oxidativo após estímulo in vitro com PMA. *p<0,05 em relação aos grupos salina e 6-OHDA e 
não são diferentes entre si, #p<0,05 em relação aos grupos salina e 6-OHDA, Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=8 animais/grupo. 
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Figura 17 - A administração prévia de 6-OHDA (200mg/kg) não impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B –. porcentagem de 
fagocitose. *p<0,05 em relação aos grupos salina e 6-OHDA e não são diferentes entre si, #p<0,05 
em relação aos grupos salina e 6-OHDA, **p<0,05 em relação ao grupo 6-OHDA, Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=8 animais/grupo. 
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6.4 Experimento 4 – O propranolol previne os efeito s da administração de 

MDMA sobre a atividade de neutrófilos 

Vinte camundongos foram separados ao acaso em 4 grupos. Os animais 

foram sempre tratados pela via i.p. com um volume de 0,1 mL de solução para cada 

10g de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções 

de solução salina. Os animais do grupo propranolol  receberam uma injeção de 

propranolol na concentração de 20 mg/kg e uma injeção de solução salina. Os 

animais do grupo MDMA receberam uma injeção de solução salina e uma injeção de 

MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo Prop+MDMA 

receberam uma injeção de propranolol (20 mg/kg) e uma injeção de MDMA 

(10mg/kg). Todos os animais em estudo receberam duas injeções para eliminar 

possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 18  a seguir ilustra o esquema de 

tratamento. 

 

Figura 18 - Esquema de tratamento empregado para manipulação dos receptores de catecolaminas 
previamente à avaliação dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutrófilos de camundongos 
Balb/C. 
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 RESULTADOS 

A tabela 6 mostra que os efeitos da administração de MDMA sobre a 

atividade de neutrófilos sanguíneos foram prevenidos pelo tratamento prévio com 

propranolol (20 mg/kg). A análise estatística dos dados mostrou uma redução tanto 

do burst induzido por SAPI (F(3,16)=8,58; p<0,0013) e por PMA (F(3,16)=14,08, 

p<0,0001) como da intensidade (F(3,16)=9,08; p=0,0010) e porcentagem de 

fagocitose (F(3,16)=19,1; p<0,0001) nos animais tratados com MDMA em relação 

aos animais do grupo controle tratados com solução salina; mais uma vez, 

replicamos os dados obtidos anteriormente. Ainda, foi possível observar que o 

tratamento com propranolol preveniu os efeitos do MDMA sobre todos os 

parâmetros avaliados. As figuras 19 e 20 ilustram estes resultados. 

O burst basal dos neutrófilos não foi alterado por qualquer um dos 

tratamentos, e o tratamento com propranolol não alterou nenhum dos parâmetros 

avaliados da atividade de neutrófilos em relação ao grupo controle tratado com 

salina.  

Tabela 6 - Efeitos da administração prévia de propranolol (20 mg/kg) sobre a 
diminuição da atividade de neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg)  

 Grupos 

Parâmetros A Salina Propranolol MDMA Propranolol+MDMA 

Burst basal 52,42±2,88 74,39±14,55 52,37±15,83 75,93±14,67 

Burst SAPI 79,76±2,53 77,32±6,62 61,76±6,17* 91,60±16,19 

Burst PMA 91,86±3,75 100,5±16,44 67,34±7,45** 115,1±15,14# 

Int Fagocitose 29,47±2,77 28,16±5,083 19,16±0,84** 26,09±3,49 

% Fagocitose 94,90±0,81 95,97±1,18 77,84±0,14** 93,19±2,27 

Os dados representam a intensidade média de fluorescência (media±desvio padrão), 
correspondente ao gate da população de neutrófilos sangüíneos. *p<0,05 em relação aos grupos 
salina e Propranolol+MDMA, **p<0,05 em relação a todos os grupos, #p<0,05 em relação ao 
grupo salina, dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer 
de múltiplas comparações. n=5 animais/grupo. 
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Figura 19- Administração prévia de propranolol (20mg/kg) impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo após estímulo in vitro com SAPI, B – 
burst oxidativo após estímulo in vitro com PMA. *p<0,05 em relação aos grupos salina e 
Propranolol+MDMA, **p<0,05 em relação a todos os grupos, #p<0,05 em relação ao grupo salina, 
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=5 animais/grupo. 
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Figura 20 - A administração prévia de propranolol (20mg/kg) impede a diminuição da atividade de 
neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B –. porcentagem de 
fagocitose. ** p<0,05 em relação a todos os grupos, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. n=5 animais/grupo. 
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 Os resultados obtidos com propranolol nos causaram surpresa uma vez que o 

pré-tratamento com 6-OHDA não impediu os efeitos do MDMA, sobre a atividade de 

neutrófilos. Acreditamos que o propranolol tenha revertido os efeitos induzidos por 

MDMA, não pela sua ação de antagonista não seletivo de receptores β 

adrenérgicos, mas por se tratar de uma substância capaz de atravessar a barreira 

hematoencefálica atuando no hipotálamo, e consequentemente inibindo, como já 

sugerido, a secreção de corticosterona (Bugajski et al., 1991; Bugajski et al., 1995). 

Portanto, para confirmar se o propranolol inibiu o eixo HPA em nossos experimentos 

realizamos outro experimento no qual dosamos os níveis séricos de corticosterona 

em animais tratados com propranolol. Desta forma, trinta e seis camundongos foram 

separados ao acaso em 4 grupos. Os animais foram tratados pela via i.p. com um 

volume de 0,1 mL de solução para cada 10g de peso de cada animal. Os animais do 

grupo controle receberam duas injeções de solução salina. Os animais do grupo 

propranolol receberam uma injeção de propranolol na concentração de 20 mg/kg e 

uma injeção de solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injeção 

de solução salina e uma injeção de MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os 

animais do grupo Prop+MDMA receberam uma injeção de propranolol (20 mg/kg) e 

uma injeção de MDMA (10mg/kg). Todos os animais em estudo receberam duas 

injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 18 

apresentada anteriormente representa o esquema de tratamento.  

 Observamos que os animais tratados com MDMA apresentaram um aumento 

nos níveis séricos de corticosterona, replicando dados do mestrado (De Paula et al., 

2009), e que o pré-tratamento com propranolol foi capaz de prevenir este aumento 

(KW=29,06; p<0,0001), confirmando nossa hipótese de que o pré-tratamento com 

propranolol seria capaz de prevenir as alterações induzidas na atividade de 
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neutrófilos pela sua capacidade de inibir a atividade do eixo HPA e não por atuar 

como um antagonista β adrenérgico na periferia. Os resultados obtidos estão 

ilustados na figura 21 . 
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Figura 21   – Dosagens dos níveis séricos de corticosterona de animais tratados com propranolol 
previamente ao tratamento com MDMA. *p<0,05 em relação aos grupos salina e propranolol e são 
diferentes entre si, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns de múltiplas comparações. n=9 
animais/grupo. 

  

 No entanto, para confirmar nossos dados relativos à participação do SNS nos 

efeitos observados sobre a atividade de neutrófilos após tratamento com MDMA, 

realizamos outro experimento no qual tratamos os animais com ICI-118,551, um 

antagonista seletivo para receptores β2- adrenérgicos, previamente ao MDMA;  

esses resultados são mostrados a seguir. 
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6.5 Experimento 5 – O ICI-118,551 não previne os ef eitos da administração de 

MDMA sobre a atividade de neutrófilos 

Trinta e dois camundongos foram separados ao acaso em 4 grupos. Os 

animais foram tratados sempre pela via i.p. com de volume 0,1 mL de solução para 

cada 10g de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas 

injeções de solução salina. Os animais do grupo ICI receberam uma injeção de ICI-

118,551 na concentração de 15mg/kg e uma injeção de solução salina. Os animais 

do grupo MDMA receberam uma injeção de solução salina e uma injeção de MDMA 

na concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo ICI+MDMA receberam uma 

injeção de ICI (15mg/kg) e uma injeção de MDMA (10mg/kg). Os animais receberam 

a primeira injeção duas horas antes da eutanásia e a segunda injeção uma hora 

antes da eutanásia. Todos os animais em estudo receberam duas injeções para 

eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 22  ilustra este esquema 

de tratamento. 

 

Figura 22 – Esquema de tratamento empregado para o antagonismo dos receptores β2-adrenérgicos 
previamente à avaliação dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutrófilos de camundongos 
Balb/C. 
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RESULTADOS 

A tabela 7 mostra que os efeitos produzidos pela administração de MDMA 

sobre a atividade de neutrófilos sanguíneos não foram prevenidos pela 

administração prévia de ICI-118,551 (15mg/kg). A análise estatística dos dados 

mostrou uma redução tanto do burst induzido por SAPI e PMA como da intensidade 

e porcentagem de fagocitose nos animais tratados com MDMA em relação aos 

animais do grupo controle tratados com solução salina; replicamos, assim, os dados 

obtidos anteriormente. Entretanto, em relação aos animais do grupo tratado com 

salina previamente ao MDMA, observou-se no grupo dos animais tratados com ICI-

118,551 previamente ao tratamento com MDMA, que os efeitos não foram 

prevenidos tanto no que diz respeito ao burst induzido por SAPI (F(3,28)=5,865; 

p=0,0031) e PMA (F(3,28)=6,665; p=0,0015) como no relativo à intensidade 

(F(3,28)=5,611; p=0,0038) e porcentagem (F(3,28)=5,326 p=0,0050) de fagocitose.  

O burst basal dos neutrófilos não foi alterado por qualquer um dos 

tratamentos, e o tratamento com ICI-118,551 não alterou nenhum dos parâmetros 

avaliados em relação ao grupo controle tratado com salina. As figuras 23 e 24  

ilustram estes resultados. 
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Tabela 7- Efeitos da administração prévia de ICI-118,551 (15mg/kg) sobre a 
diminuição da atividade de neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg)  

 Grupos  

Parâmetros A Salina ICI MDMA ICI+MDMA 

Burst basal 99,20±24,59 98,47±47,41 109,2±20,75 103,00±25,56 

Burst SAPI 623,30±208,70 544,30±126,60 384,30±141,00* 304,20±190,90*# 

Burst PMA 623,40±82,32 521,30±102,80 476,30±41,12* 479,60±59, 98* 

Int Fagocitose 94,12±16,54 82,00±38,73 48,70±30,17*# 48,12±21,09 

% Fagocitose 92,56±1,954 92,12±2,188 67,25±24,65* 75,84±18,00* 

Os dados representam a intensidade média de fluorescência (media±desvio padrão), 
correspondente ao gate da população de neutrófilos sangüíneos. *p<0,05 em relação ao grupo 
salina e não diferem entre si, #p<0,05 em relação ao grupo ICI, dentro do mesmo parâmetro, 
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=8 
animais/grupo. 
APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutrófilos que fagocitaram partículas de SAPI. 
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela população de neutrófilos.  
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Figura 23 - A administração prévia de ICI-118,551 (15mg/kg) não impede a diminuição da 
atividade de neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo após estímulo in vitro
com SAPI, B – burst oxidativo após estímulo in vitro com PMA. * p<0,05 em relação ao grupo
controle e não diferem entre si, #p<0,05 em relação ao grupo ICI, Anova de uma via seguido do 
teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=8 animais/grupo. 
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Figura 24 - A administração prévia de ICI-118,551 (15mg/kg) não impede a diminuição da atividade 
de neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B –. porcentagem de 
fagocitose. * p<0,05 em relação ao grupo salina e não diferem entre si, #p<0,05 em relação ao grupo 
ICI, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=8 
animais/grupo. 
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6.6 Experimento 6 – A metirapona previne a diminuiç ão da expressão de 

NFκκκκB p65 induzida por MDMA em neutrófilos  

Vinte e oito camundongos foram separados ao acaso em 4 grupos. Os 

animais foram tratados pela via i.p. com de volume 0,1 mL de solução para cada 10g 

de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções de 

solução salina. Os animais do grupo metirapona receberam uma injeção de 

metirapona na concentração de 200mg/kg e uma injeção de solução salina. Os 

animais do grupo MDMA receberam uma injeção de solução salina e uma injeção de 

MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo Metirapona+MDMA 

receberam uma injeção de metirapona (200mg/kg) e uma injeção de MDMA 

(10mg/kg). Os animais receberam a primeira injeção 3 horas antes da eutanásia e a 

segunda injeção 1 hora antes da eutanásia. Todos os animais em estudo receberam 

duas injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 4  

ilustra este esquema de tratamento. 

RESULTADOS 

A tabela 8 mostra que o tratamento com MDMA induziu uma diminuição da 

expressão de NFκB p65 (ativado) e a metirapona foi capaz de prevenir estes efeitos.   

A análise estatística dos dados mostrou que o tratamento com MDMA 

diminuiu a expressão de NFκB na população de neutrófilos (F(3,24)=4,009; 

p=0,0197) após estimulação com LPS in vitro e que a metirapona foi capaz de 

impedir este efeito, corroborando com os resultados obtidos na atividade de 

neutrófilos e demonstrando a participação do NFκB nos resultados obtidos 

anteriormente. Além disso, foi observado que a metirapona per se não induziu 
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alteração na expressão desse fator de transcrição quando comparado ao grupo 

controle. A figura 25 ilustra estes resultados. 

 

 

Tabela 8 - Efeitos da administração prévia de metirapona (200mg/kg) sobre a 
diminuição da expressão de NFκB p65 em neutrófilos induzida por MDMA (10mg/kg)  

 Grupos 

Parâmetro Salina Metirapona MDMA Metirapona+MDMA 

NFκκκκB p65 19,33±1,24 18,72±1,40 17,35±0,52* 18,44±0,94 

Os dados representam media±desvio padrão da média de intensidade de fluorescência (MIF) do 
gate de neutrófilos, *p<0,05 em relação aos demais grupos, dentro do mesmo parâmetro, Teste t-
Student,  n=7 animais/grupo. 
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Figura 25  – A diminuição da expressão de NFκB p65 induzida por MDMA (10mg/kg) é inibida pelo 
pré-tratamento com metirapona (200mg/kg). *p<0,05 em relação aos demais grupos, dentro do 
mesmo parâmetro, Teste t-Student,  n=7 animais/grupo. (MIF)=média de intensidade de 
fluorescência. 
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6.7 Experimento 7 – A metirapona não previne os efe itos da administração de 

MDMA sobre a distribuição de leucócitos e sobre o p eso relativo do baço 

Vinte e quatro camundongos foram separados ao acaso em 4 grupos. Os 

animais foram tratados pela via i.p. com de volume 0,1 mL de solução para cada 10g 

de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções de 

solução salina. Os animais do grupo metirapona receberam uma injeção de 

metirapona na concentração de 200mg/kg e uma injeção de solução salina. Os 

animais do grupo MDMA receberam uma injeção de solução salina e uma injeção de 

MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo Metirapona+MDMA 

receberam uma injeção de metirapona (200mg/kg) e uma injeção de MDMA 

(10mg/kg). Os animais receberam a primeira injeção 3 horas antes da eutanásia e a 

segunda injeção 1 hora antes da eutanásia. Todos os animais em estudo receberam 

duas injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 4  

ilustra este esquema de tratamento. 

RESULTADOS 

A tabela 9 mostra que o tratamento prévio com metirapona não impediu os 

efeitos da administração aguda de MDMA sobre a celularidade do baço e da medula 

óssea, e também não preveniu os efeitos do MDMA sobre o peso relativo do baço.  

A análise estatística dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir 

uma diminuição da celularidade total da medula óssea (F(3,21)=13,01; p<0,0001), 

um aumento na celularidade do baço (F(3,21)=8,863; p=0,0005) e não causou 

alterações no número de leucócitos totais circulantes; induziu, ainda, uma 

diminuição no peso relativo do baço (F(3,21)=9,950; p=0,0002) em relação aos 

animais do grupo controle; replicando-se assim os resultados obtidos durante o 

mestrado. Foi possível observar que o tratamento prévio com metirapona não 
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preveniu os efeitos do MDMA sobre a celularidade da medula e do baço e tampouco 

preveniu os efeitos induzidos por MDMA sobre o peso relativo do baço. Além disso, 

a metirapona per se não foi capaz de alterar significativamente os parâmetros 

avaliados em relação àqueles dos animais administrados com solução salina. A 

figura 26 ilustra estes resultados. 

Tabela 9 - Efeitos da administração prévia de metirapona (200mg/kg) sobre as 
alterações na distribuição de leucócitos induzida por MDMA (10mg/kg) e sobre a 
alteração induzida no peso do baço 

 Grupos 

Parâmetros Salina Metirapona MDMA Metirapona+MDMA 

Medula (celsx106) 45,0±2,30 42,0±7,70 31,60±6,65* 31,0±4,47* 

Baço (celsx106) 92,80±14,34 87,17±22,27 121,1±17,01* 126,3±13,26* 

Peso relativo baço 
(g/100gPV) 

0,44±0,039 0,45±0,018 0,40±0,015* 0,38±0,032* 

Os dados representam a media±desvio padrão. *p<0,05 em relação aos demais grupos e não 
diferem entre si dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 26 - A administração prévia de metirapona (200mg/kg) não impede os efeitos do MDMA 
(10mg/kg) sobre a celularidade na medula óssea (A) e no baço (B) e não previne os efeitos do MDMA 
sobre o peso relativo do baço (C).* p<0,05 em relação aos demais grupos e não diferem entre si. 
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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6.8 Experimento 8 – O RU-486 não previne os efeitos  da administração de 

MDMA sobre a distribuição de leucócitos e sobre o p eso relativo do baço 

Vinte e quatro camundongos foram separados ao acaso em 4 grupos. Os 

animais foram tratados pela via i.p. com de volume 0,1 mL de solução para cada 10g 

de peso de cada animal, exceto os tratamentos com RU e PEG 400 que foram 

realizados pela via subcutânea no volume de 0,1mL por animal. Os animais do 

grupo controle receberam duas injeções de solução salina. Os animais do grupo 

PEG receberam uma injeção de PEG 400 e uma injeção de solução salina. Os 

animais do grupo RU receberam uma injeção de RU-486 na concentração de 25 

mg/kg e uma injeção de solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma 

injeção de solução salina e uma injeção de MDMA na concentração 10mg/kg. Por 

fim, os animais do grupo RU+MDMA receberam uma injeção de RU-486 (25 mg/kg) 

e uma injeção de MDMA (10mg/kg). Todos os animais em estudo receberam duas 

injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 8  ilustra o 

esquema de tratamento.  

RESULTADOS 

A tabela 10 mostra que o tratamento prévio com RU-486 não impediu os 

efeitos da administração aguda de MDMA sobre a celularidade do baço e da medula 

óssea, e também não preveniu os efeitos do MDMA sobre o peso relativo do baço.  

A análise estatística dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir 

uma diminuição da celularidade total da medula óssea (F(3,21)=38,19; p<0,0001), 

um aumento na celularidade do baço (F(3,21)=6,298; p=0,0010) e não causou 

alterações no número de leucócitos totais circulantes; induziu, ainda, uma 

diminuição no peso relativo do baço (F(3,21)=11,65; p<0,0001) em relação aos 

animais do grupo controle; replicando-se, assim os resultados obtidos anteriormente 
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durante o mestrado. Foi possível observar que o tratamento prévio com RU-486 não 

preveniu os efeitos do MDMA sobre a celularidade da medula e do baço e tampouco 

preveniu os efeitos induzidos por MDMA sobre o peso relativo do baço. Além disso, 

o RU-486 e o PEG 400 per se não foram capazes de alterar significativamente os 

parâmetros avaliados em relação àqueles dos animais administrados com solução 

salina. A figura 27 ilustra estes resultados. 

Tabela 10 - Efeitos da administração prévia de RU-486 (25mg/kg) sobre as 
alterações na distribuição de leucócitos induzida por MDMA (10mg/kg) e sobre a 
alteração induzida no peso relativo do baço 

 Grupos 

Parâmetros Salina PEG RU MDMA RU+MDMA 

Medula (celsx106) 43,88±4,25 59,20±8,58 69,0±13,32 33,17±2,99* 30,7 8±2,48* 

Baço (celsx106) 85,50±17,38 96,50±12,12 90,60±10,36 120,7±14,68* 106,0±13,33* 

Peso relativo baço 
(g/100gPV) 

0,44±0,04 0,35±0,007# 0,41±0,02 0,38±0,01* 0,36±0,0 2* 

Os dados representam a media±desvio padrão.#p<0,05 em relação aos grupos salina e RU-486, 
*p<0,05 em relação aos demais grupos e não diferem entre si, dentro do mesmo parâmetro, 
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 
animais/grupo. 
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Figura 27 - A administração prévia de RU-486 (25mg/kg) não impede os efeitos do MDMA 
(10mg/kg) sobre a celularidade na medula óssea (A) e no baço (B) e não previne os efeitos do 
MDMA sobre o peso relativo do baço (C).#p<0,05 em relação aos grupos salina e RU-486, 
*p<0,05 em relação aos demais grupos e não diferem entre si, dentro do mesmo parâmetro, 
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 
animais/grupo. 
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6.9 Experimento 9 – A metirapona previne a alteraçã o na contagem 

diferencial dos leucócitos sanguíneos induzida por MDMA 

Dezoito camundongos foram separados ao acaso em 3 grupos. Os animais 

foram tratados pela via i.p. com de volume 0,1 mL de solução para cada 10g de 

peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções de 

solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injeção de solução 

salina e uma injeção de MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do 

grupo Metirapona+MDMA receberam uma injeção de metirapona (200mg/kg) e uma 

injeção de MDMA (10mg/kg). Os animais receberam a primeira injeção 3 horas antes 

da eutanásia e a segunda injeção 1 hora antes da eutanásia. Todos os animais em 

estudo receberam duas injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da 

injeção. A figura 4  ilustra este esquema de tratamento. 

RESULTADOS 

A tabela 11 mostra que o tratamento prévio com metirapona impediu os 

efeitos da administração aguda de MDMA sobre a porcentagem de neutrófilos e 

linfócitos, e que a porcentagem de monócitos não foi alterada por nenhum dos 

tratamentos.  

A análise estatística dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir um 

aumento da porcentagem de neutrófilos (F(2,15)=4,908; p<0,002), uma diminuição 

na porcentagem de linfócitos (F(2,15)=11,96; p=0,0008) e não causou alterações na 

porcentagem de monócitos sanguíneos em relação aos animais controles,  

replicando-se, assim os resultados obtidos durante o mestrado. Além disso, foi 

possível observar que o tratamento prévio com metirapona preveniu os efeitos do 

MDMA sobre as porcentagens de neutrófilos e linfócitos sanguíneos. A figura 28 

ilustra estes resultados. 
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Ë importante ressaltar que neste experimento, o grupo metirapona não foi 

incluído por termos observado nos experimentos anteriores que a metirapona não 

causava alterações estatísticas significantes e desta forma, minimizamos o número 

de animais utilizados. Além disso, não repetimos este experimento com RU-486 por 

acreditarmos que os resultados que seriam obtidos com RU-486 seriam semelhantes 

aos observados aqui, com metirapona, como foram até o momento e desta forma 

também poderíamos poupar um bom número de animais. 

 

 

Tabela 11 - Efeitos da administração prévia de metirapona (200mg/kg) sobre as 
alterações nas porcentagens de leucócitos sanguíneos induzida por MDMA 
(10mg/kg)  

 Grupos 

Parâmetros Salina MDMA Metirapona+MDMA 

Monócitos (%) 2,00±1,41 1,5±1,0 2,0±0,70 

Neutrófilos (%) 44,4±3,36 52,57±6,99* 44,8±2,95 

Linfócitos (%) 53,0±1,87 43,2±5,89* 59,38±7,09** 

Os dados representam a media±desvio padrão. *p<0,05 em relação ao grupo salina, 
** em relação ao grupo MDMA, dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 28  – Contagem diferencial de leucócitos sanguíneos. (A) Porcentagem de 
neutrófilos e (B) porcentagem de linfócitos. . *p<0,05 em relação ao grupo salina, ** 
em relação ao grupo MDMA, dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido 
do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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6.10 Experimento 10 – A 6-OHDA não previne os efeit os da administração de 

MDMA sobre a distribuição de leucócitos e sobre o p eso relativo do baço 

Vinte e quatro camundongos foram separados ao acaso em 4 grupos. Os 

animais foram tratados pela via i.p. e com um volume 0,1 mL das soluções usadas 

para cada 10g de peso corporal de cada animal. Os animais do grupo controle 

receberam duas injeções de solução salina. Os animais do grupo 6-OHDA 

receberam uma injeção de 6-OHDA, diluído em salina+Vitamina C, na concentração 

de 200mg/kg e uma injeção de solução salina. Os animais do grupo MDMA 

receberam uma injeção de solução salina e uma injeção de MDMA na concentração 

10mg/kg. Por fim, os animais do grupo 6-OHDA+MDMA receberam uma injeção de 

6-OHDA (200mg/kg) e uma injeção de MDMA (10mg/kg). Os camundongos 

receberam a primeira injeção 3 dias antes da eutanásia e a segunda injeção uma 

hora antes da eutanásia. Todos os animais em estudo receberam duas injeções 

para eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção, como ilustrado na figura 15 .  

RESULTADOS 

A tabela 12 mostra que o tratamento prévio com 6-OHDA não impediu os 

efeitos da administração aguda de MDMA sobre a celularidade do baço e da medula 

óssea, e também não preveniu os efeitos do MDMA sobre o peso relativo do baço.  

A análise estatística dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir 

uma diminuição da celularidade total da medula óssea (F(3,21)=8,411; p=0,0004), 

um aumento na celularidade do baço (F(3,21)=110,0; p<0,0001) e não causou 

alterações no número de leucócitos totais circulantes; induziu, ainda, uma 

diminuição no peso relativo do baço (F(3,21)=21,97; p<0,0001) em relação aos 

animais do grupo controle; replicando-se assim, os resultados obtidos durante o 
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mestrado. Foi possível observar que o tratamento prévio com 6-OHDA não preveniu 

os efeitos do MDMA sobre a celularidade da medula e do baço e tampouco preveniu 

os efeitos induzidos por MDMA sobre o peso relativo do baço. Além disso, a 6-

OHDA induziu per se alterações significantes em todos os parâmetros avaliados em 

relação aos animais do grupo controle e acreditamos que este fato tenha dificultado 

observar inibição dos efeitos do MDMA. A figura 29 ilustra estes resultados. 

Tabela 12 - Efeitos da administração prévia de 6-OHDA (200mg/kg) sobre as 
alterações na distribuição de leucócitos induzida por MDMA (10mg/kg) e sobre a 
alteração induzida no peso relativo do baço 

Grupos 

Parâmetros Controle 6-OHDA MDMA 6-OHDA+MDMA 

Medula (celsx106) 39,98±7,55 28,06±5,02# 28,64±2,88# 28,88±5,73# 

Baço (celsx106) 122,7±10,78 62,75±4,96** 149,3±10,35* 61,00±13,05** 

Peso relativo baço 
(g/100gPV) 

0,43±0,02 0,38±0,03** 0,38±0,01** 0,33±0,02* 

Os dados representam a media±desvio padrão. *p<0,05 em relação a todos os grupos, **p<0,05 
em relação aos outros grupos e não diferem entre si, #p<0,05 em relação ao grupo controle e não 
diferem entre si dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 29 - A administração prévia de 6-OHDA (200mg/kg) não impede os efeitos do MDMA 
(10mg/kg) sobre a celularidade na medula óssea (A) e no baço (B) e não previne os efeitos do MDMA 
sobre o peso relativo do baço (C).* p<0,05 em relação a todos os grupos, **p<0,05 em relação aos 
outros grupos e não diferem entre si, #p<0,05 em relação ao grupo controle e não diferem entre si 
dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas 
comparações. n=6 animais/grupo. 
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6.11 Experimento 11 - O ICI 118,551 previne os efei tos da administração de 

MDMA sobre a distribuição de leucócitos e sobre o p eso relativo do baço 

 Vinte e quatro camundongos foram separados ao acaso em 4 grupos. Os 

animais foram tratados sempre pela via i.p. com de volume 0,1 mL de solução para 

cada 10g de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas 

injeções de solução salina. Os animais do grupo ICI receberam uma injeção de ICI-

118,551 na concentração de 15mg/kg e uma injeção de solução salina. Os animais 

do grupo MDMA receberam uma injeção de solução salina e uma injeção de MDMA 

na concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo ICI+MDMA receberam uma 

injeção de ICI (15mg/kg) e uma injeção de MDMA (10mg/kg). Os animais receberam 

a primeira injeção 2 horas antes da eutanásia e a segunda injeção 1 hora antes da 

eutanásia. Todos os animais em estudo receberam duas injeções para eliminar 

possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 22  ilustra este esquema de 

tratamento. 

 RESULTADOS 

A tabela 13 mostra que o tratamento prévio com ICI 118,551 preveniu os 

efeitos da administração aguda de MDMA sobre a celularidade do baço e da medula 

óssea, e também sobre os efeitos do MDMA no peso relativo do baço.  

A análise estatística dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir 

uma diminuição da celularidade total da medula óssea (F(3,21)=12,68; p<0,0001), 

um aumento na celularidade do baço (F(3,21)=9,387; p=0,0005) e não causou 

alterações no número de leucócitos totais circulantes; induziu, ainda, uma 

diminuição no peso relativo do baço (F(3,21)=7,081; p=0,0017) em relação aos 

animais do grupo controle; replicando-se assim, os resultados obtidos anteriormente 
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e também durante o mestrado. Foi possível observar que o tratamento prévio com 

ICI preveniu os efeitos do MDMA sobre a celularidade da medula e do baço e 

também preveniu os efeitos induzidos por MDMA sobre o peso relativo do baço. 

Além disso, o ICI per se não induziu alterações significantes nos parâmetros 

avaliados em relação aos animais administrados com solução salina. A figura 30 

ilustra estes resultados. 

Tabela 13 - Efeitos da administração prévia de ICI 118,551 (15mg/kg) sobre as 
alterações na distribuição de leucócitos induzida por MDMA (10mg/kg) e sobre a 
alteração induzida no peso relativo do baço 

Grupos 

Parâmetros Controle ICI MDMA ICI+MDMA 

Medula (celsx106) 39,98±7,55 34,81±3,49 28,64±2,88* 41,88±4,67 

Baço (celsx106) 122,7±10,78 107,3±11,62 149,3±10,35* 120,0±17,54 

Peso relativo baço 
(g/100gPV) 

0,43±0,02 0,44±0,02 0,38±0,01* 0,42±0,03 

Os dados representam a media±desvio padrão. *p<0,05 em relação a todos os grupos dentro do 
mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas 
comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 30  – A administração prévia de ICI (15mg/kg) previne os efeitos do MDMA (10mg/kg) sobre a 
celularidade na medula óssea (A) e no baço (B) e previne os efeitos do MDMA sobre o peso relativo 
do baço (C). *p<0,05 em relação a todos os grupos dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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6.12 Experimento 12 – O ICI 118,551 não previne a a lteração na contagem 

diferencial dos leucócitos sanguíneos induzida por MDMA  

 Dezoito camundongos foram separados ao acaso em 3 grupos. Os animais 

foram tratados sempre pela via i.p. com de volume 0,1 mL de solução para cada 10g 

de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções de 

solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injeção de solução 

salina e uma injeção de MDMA na concentração 10mg/kg. Por fim, os animais do 

grupo ICI+MDMA receberam uma injeção de ICI (15mg/kg) e uma injeção de MDMA 

(10mg/kg). Os animais receberam a primeira injeção 2 horas antes da eutanásia e a 

segunda injeção 1 hora antes da eutanásia. Todos os animais em estudo receberam 

duas injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção. A figura 22  

ilustra este esquema de tratamento. 

RESULTADOS 

A tabela 14 mostra que o tratamento prévio com ICI não impediu os efeitos da 

administração aguda de MDMA sobre a porcentagem de neutrófilos e linfócitos, e 

que a porcentagem de monócitos não foi alterada por nenhum dos tratamentos.  

A análise estatística dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir um 

aumento da porcentagem de neutrófilos (F(2,15)=4,129; p=0,003), uma diminuição 

na porcentagem de linfócitos (F(2,15)=4,129; p=0,03) e não causou alterações na 

porcentagem de monócitos sanguíneos em relação aos animais controles,  

replicando-se assim, os resultados obtidos durante o mestrado. Além disso, foi 

possível observar que o tratamento prévio com ICI não preveniu os efeitos do MDMA 

sobre nenhum dos parâmetros avaliados.  A figura 31 ilustra estes resultados. 
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É importante ressaltar que neste experimento, o grupo ICI não foi incluído por 

termos observado nos experimentos anteriores que o tratamento com ICI 118,551 

não causou alterações estatísticas significantes e desta forma, minimizamos o 

número de animais utilizados. Além disso, não repetimos este experimento com 6-

OHDA por termos observado no experimento 10 que esta substância apresentou 

efeitos per se nestes parâmetros e desta forma, também poupamos um bom número 

de animais. 

 

 

Tabela 14 - Efeitos da administração prévia de metirapona (200mg/kg) sobre as 
alterações nas porcentagens de leucócitos sanguíneos induzida por MDMA 
(10mg/kg)  

 Grupos 

Parâmetros Salina MDMA ICI+MDMA 

Monócitos (%) 2,33±0,57 2,66±0,58 1,83±0,75 

Neutrófilos (%) 37,33±5,68 52,20±9,25* 50,90±7,4 

Linfócitos (%) 58,0±6,08 44,0±6,59* 46,0±6,16** 

Os dados representam a media±desvio padrão. *p<0,05 em relação ao grupo salina e 
não diferem entre si, dentro do mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido do teste 
de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 31 -  Contagem diferencial de leucócitos sanguíneos. (A) Porcentagem de neutrófilos e (B) 
porcentagem de linfócitos. . *p<0,05 em relação ao grupo salina e não diferem entre si, dentro do 
mesmo parâmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. 
n=6 animais/grupo. 
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6.13 Experimento 13 - O MDMA induz mielossupressão em animais infectados 

com Listeria monocytogenes 

Para avaliarmos se os efeitos induzidos por MDMA observados até o 

momento podem ser considerados imunossupressores, realizamos um protocolo de 

infecção experimental com LM para observarmos se as alterações induzidas por 

MDMA na atividade de neutrófilos e na distribuição de leucócitos seria capaz de 

prejudicar a resposta desses animais à infecção.  

Setenta e dois camundongos foram separados ao acaso em 3 grupos: 24h, 

48h e 72h e, depois, subdivididos em mais 4 grupos: Salina, MDMA, LM e 

MDMA+LM. Na primeira injeção, todos os animais foram tratados pela via i.p. com 

volume de 0,1 mL de solução para cada 10g de peso de cada animal. Na segunda 

injeção, todos os animais foram tratados pela via i.p. com volume de 0,2 mL de 

solução por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções de 

solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injeção de MDMA (10,0 

mg/kg) e uma injeção de solução salina. Os animais do grupo LM receberam uma 

injeção de solução salina e uma injeção de LM diluída (dose subletal) em solução 

salina. Por fim, os animais do grupo MDMA+LM receberam uma injeção de MDMA 

(10mg/kg) e uma injeção de LM diluída (dose subletal) em solução salina. Os 

animais receberam a primeira injeção 1 hora antes da inoculação da bactéria e 

foram submetidos a eutanásia após 24h, 48h e 72h da inoculação. Todos os animais 

em estudo receberam duas injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da 

injeção. A figura 32  ilustra este esquema de tratamento. 
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Figura 32 - Esquema de tratamento empregado para avaliar os efeitos da infecção por Listeria 
monocytogenes em camundongos Balb/C tratados com MDMA (10,0mg/kg).  

 

 

RESULTADOS 

 A tabela 15 mostra os efeitos produzidos pela administração de MDMA sobre 

o número de CFU-GM da medula óssea e baço de animais não infectados e 

infectados com dose subletal de L. monocytogenes. Nos animais não infectados, o 

tratamento com MDMA foi capaz de causar uma mielosupressão já nas primeiras 

24h (F(3,20)=17,54; p<0,0001) e esses efeitos se mantiveram também nas 48h 

(F(3,20)=108,1; p<0,0001) e 72h (F(3,20)=64,75; p<0,0001) após o tratamento em 

relação aos animais tratados com salina e não infectados. Além disso, como já era 

esperado, os animais infectados tratados ou não com MDMA, apresentaram uma 

mielossupressão em relação aos animais controles não infectados, sendo esta 

mielossupressão ainda mais drástica nos animais infectados tratados com MDMA 

após 72h da infecção, demonstrando o potencial imunossupressor desta droga.  

 Em relação à hematopoese extamedular, a análise estatística dos dados 

demonstrou que o tratamento com MDMA em animais não infectados foi capaz de 

aumentar expressivamente o número de CFU-GM no baço nas 24h (F(3,20)=11,26; 

p=0,0002) e 48h (F(3,20)=14,14; p<0,0001) após o tratamento em relação aos 

outros grupos. A infecção com LM produziu um aumento significativo no número de 

colônias esplênicas após 48h e 72h da infecção, sendo que os animais infectados 
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tratados com MDMA apresentaram um aumento ainda mais expressivo após 72h da 

infecção (F(3,20)=81,17; p<0,0001) quando comparado aos demais grupos. As 

figuras 33 e 34  ilustram estes resultados e para melhor visualização dos efeitos os 

dados foram representados como porcentagem em relação ao controle. 

 

 

 

Tabela 15 - Efeitos induzidos pela administração de 10,0 mg/kg de MDMA sobre o 
número de CFU-GM da medula óssea e baço de animais não infectados e 
infectados com dose subletal de LM. 

  Grupos  

 Tempos Salina MDMA LM MDMA+LM 

Medula 
óssea 

24 h 3,997± 1,040 1,568± 0,664* 2,275± 0,424* 1,702± 0,073* 

48 h 8,401± 1,545 2,120± 0,465* 1,647±0,096* 1,025± 0,022* 

72 h 6,125± 0,782 4,125± 0,559# 2,275±1,051# 0,683±0,127# 

Baço 

24 h 23,76±6,440 36,00±10,95* 16,13±0,454 19,26±0,805 

48 h 19,26±0,483 116,3±47,98* 72,54±39,44* 16,20±3,542 

72 h 7,560±0,966 5,580±0,161 111,1±28,17# 229,0±50,23# 

Os dados representam a media±desvio padrão, correspondente ao número de CFU-GM da 
medula óssea e do baço. *p<0,05 em relação ao  grupo salina e não diferem entre si, #p<0,05 em 
relação ao grupo salina e diferem entre si, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 

 



114 

 

 

0

20

40

60

80

100

24 h 48 h 72 h

Salina
MDMA
LM
MDMA+LM

*

*

*

* *
*

#

#

#

%
 C

FU
-G

M
 (

fê
m

ur
)

 

Figura 33 - Efeitos produzidos pela administração de 10,0 mg/kg de MDMA sobre o número de CFU-
GM da medula óssea de animais não infectados e infectados com dose subletal de LM. * p<0,05 em 
relação ao grupo salina e não diferem entre si, #p<0,05 em relação ao grupo salina e diferem entre si, 
dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de 
múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. Representação gráfica como porcentagem em relação ao 
grupo controle (salina). 
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Figura 34 - Efeitos produzidos pela administração de 10,0 mg/kg de MDMA sobre o número de CFU-
GM do baço de animais não infectados e infectados com dose subletal de LM. * p<0,05 em relação a 
todos os grupos, #p<0,05 em relação aos demais  grupos e diferem entre si, dentro do mesmo 
período de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. 
n=6 animais/grupo. Representação gráfica como porcentagem em relação ao grupo controle (salina). 
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6.14 Experimento 14 – O MDMA não altera a atividade  estimuladora de 

colônias (CSA) de progenitores da medula óssea em a nimais infectados 

com Listeria monocytogenes 

Setenta e dois camundongos foram separados ao acaso em 3 grupos: 24h, 

48h e 72h e depois subdivididos em mais 4 grupos: Salina, MDMA, LM e 

MDMA+LM. Na primeira injeção, todos os animais foram tratados pela via i.p. com 

volume de 0,1 mL de solução para cada 10g de peso de cada animal. Na segunda 

injeção, todos os animais foram tratados pela via i.p. com volume de 0,2 mL de 

solução por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções de 

solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injeção de MDMA (10,0 

mg/kg) e uma injeção de solução salina. Os animais do grupo LM receberam uma 

injeção de solução salina e uma injeção de LM diluída (dose subletal) em solução 

salina. Por fim, os animais do grupo MDMA+LM receberam uma injeção de MDMA 

(10mg/kg) e uma injeção de LM diluída (dose subletal) em solução salina. Os 

animais receberam a primeira injeção 1 hora antes da inoculação da bactéria e 

foram submetidos a eutanásia após 24h, 48h e 72h da inoculação. Todos os animais 

em estudo receberam duas injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da 

injeção. A figura 32  ilustra este esquema de tratamento.  

Resultados 

 A tabela 16 mostra a avaliação de CSA no soro de animais não infectados e 

infectados com dose subletal de LM tratados ou não com MDMA. A análise 

estatística dos dados mostrou que nos animais tratados com MDMA e não 

infectados não se observou efeito sobre o crescimento e diferenciação de células 

progenitoras da medula óssea de animais naive. 
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 A presença da infecção induziu um aumento nos níveis séricos de CSA nos 

animais infectados e não tratados com MDMA em relação aos outros grupos após 

24h (KW=19,14; p=0,0003) da infecção; este aumento foi observado nos animais 

infectados tratados e não tratados com MDMA após 48h (KW=20,28; p=0,0001) e 

72h (KW=20,35; p=0,0001) da infecção em relação aos animais não infectados, 

demonstrando que o tratamento com MDMA em animais infectados não altera os 

níves de CSA em relação aos animais infectados e não tratados. A figura 35  ilustra 

esses resultados. 

 

Tabela 16 - Efeitos induzidos pela administração de 10,0 mg/kg de MDMA sobre a 
atividade estimuladora de colônias no soro de animais não infectados e infectados 
com dose subletal de LM. 

 Grupos  

CSA Salina MDMA LM MDMA+LM 

24 h 0,333±0,005 0,333±0,005 1,503±0,746* 0,670±0,008 

48 h 0,336±0,005 0,503±0,146 7,840±0,447# 8,500±0,152# 

72 h 0,336±0,005 0,333±0,005 13,50±1,342# 10,33±1,194# 

Os dados representam a media±desvio padrão, correspondente às unidades de CSA/mL do soro 
de animais infectados e não infectados por LM. *p<0,05 em relação aos demais grupos, #p<0,05 
em relação aos grupos salina e MDMA e são diferentes entre si, dentro do mesmo período de 
tempo. Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de múltiplas comparações. n=6 
animais/grupo. 
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Figura 35 -  Efeitos da administração de 10,0 mg/kg de MDMA sobre a atividade estimuladora de 
colônias (CSA) no soro de animais não infectados e infectados com dose subletal de LM. *p<0,05 em 
relação aos demais grupos, #p<0,05 em relação aos grupos salina e MDMA e são diferentes entre si, 
dentro do mesmo período de tempo. Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de 
múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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6.15 Experimento 15 – O MDMA induz alteração na dis tribuição de leucócitos 

no sangue, baço e medula óssea de animais infectado s com Listeria 

monocytogenes 

 Setenta e dois camundongos foram separados ao acaso em 3 grupos: 24h, 

48h e 72h e depois subdivididos em mais 4 grupos: Salina, MDMA, LM e 

MDMA+LM. Na primeira injeção, todos os animais foram tratados pela via i.p. com 

volume de 0,1 mL de solução para cada 10g de peso de cada animal. Na segunda 

injeção, todos os animais foram tratados pela via i.p. com volume de 0,2 mL de 

solução por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções de 

solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injeção de MDMA (10,0 

mg/kg) e uma injeção de solução salina. Os animais do grupo LM receberam uma 

injeção de solução salina e uma injeção de LM diluída (dose subletal) em solução 

salina. Por fim, os animais do grupo MDMA+LM receberam uma injeção de MDMA 

(10mg/kg) e uma injeção de LM diluída (dose subletal) em solução salina. Os 

animais receberam a primeira injeção 1 hora antes da inoculação da bactéria e 

foram submetidos a eutanásia após 24h, 48h e 72h da inoculação. Todos os animais 

em estudo receberam duas injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da 

injeção. A figura 32  ilustra este esquema de tratamento. 

 

RESULTADOS 

  

 A tabela 17 mostra a distribuição de leucócitos totais no sangue, baço e 

medula óssea de animais tratados ou não com MDMA (10,0mg/kg) não infectados e 

infectados com dose subletal de L. monocytogenes. A análise estatística dos dados 

mostrou em relação aos animais dos grupos não infectados que os animais 
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infectados tratados com MDMA apresentaram uma diminuição no número de 

leucócitos totais no sangue 72h após (F(3,20)=4,803; p=0,0112) a infecção e o 

mesmo ocorreu na medula óssea 24h (F(3,20)=3,401; p=0,0378), 48h (KW=15,47; 

p=0,0015) e 72h (F(3,20)=8,956; p=0,0006) após a infecção por LM;  também 

observamos um aumento da celularidade do baço 72h (KW=10,98; p=0,018) após a 

infecção no grupo tratado com MDMA em relação ao grupo tratado não infectado. O 

peso relativo do baço apresentou um aumento induzido pela infecção após 48h 

(F(3,20)=13,90; p<0,0001) e 72h (F(3,20)=16,19; p<0,0001) quando comparado aos 

grupos não infectados. As figuras  36, 37, 38 e 39  ilustram esses resultados.  
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Tabela 17 –  Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a distribuição de 
leucócitos totais no sangue, baço e medula óssea de animais não infectados e 
infectados com dose subletal de LM. 

  Grupos 

Tempo  Parametros Salina MDMA LM MDMA+LM 

24 h 

Sangue (cels 
x106/mm 3) 

5,767±1,362 5,367±2,307 5,683±1,751 6,417±1,300 

Baço (cels x10 6/mm 3) 368,3±84,27 366,9±88,64 415,4±112,5 335,8±87,51 

Medula óssea (cels 
x106/mm 3) 

28,21±4,766 22,67±4,890 23,79±3,992 20,13±4,224* 

Peso relativo do baço 
(g/100gPV) 

0,513±0,050 0,495±0,045 0,598±0,050 0,528±0,096 

48 h 

Sangue (cels 
x106/mm 3) 

4,633±1,823 4,950±0,8803 5,133±1,042 5,667±1,048  

Baço (cels x10 6/mm 3) 369,2±130,6 438,9±79,43 534,9±135,9 541,2±139,2  

Medula óssea (cels 
x106/mm 3) 

37,21±11,98 46,00±12,69 32,54±3,444 23,79±1,853*  

Peso relativo do baço 
(g/100gPV) 

0,526±0,075 0,516±0,053 0,693±0,055*# 0,686±0,068*#  

72 h 

Sangue (cels 
x106/mm 3) 

5,283±1,272 5,283±0,9174 6,350±1,355 3,967±0,6802**  

Baço (cels x10 6/mm 3) 340,5±52,43 303,4±66,00 455,7±82,83 535,2±142,6#  

Medula óssea (cels 
x106/mm 3) 

35,25±7,691 36,04±4,721 24,54±6,847*# 19,88±6,555*#  

Peso relativo do baço 
(g/100gPV) 

0,543±0,061 0,495±0,047 0,841±0,131*# 0,783±0,143*#  

Os dados representam a media±desvio padrão, correspondente a contagem de células totais e 
peso relativo do baço de animais infectados e não infectados por LM. *p<0,05 em relação ao 
grupo salina, #p<0,05 em relação ao grupo MDMA e não diferem entre si, ** p<0,05 em relação ao 
grupo LM, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações  ou o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de 
múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 36 –  Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a contagem de leucócitos totais 
no sangue de animais não infectados e infectados com dose subletal de LM. ** p<0,05 em relação 
ao grupo LM, dentro do memso período de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações  ou o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de 
múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 37 -  Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a contagem de leucócitos totais 
no baço de animais não infectados e infectados com dose subletal de LM. #p<0,05 em relação ao 
grupo MDMA e não diferem entre si, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações  ou o teste de Kruskal-Wallis, 
seguido pelo teste de Dunn’s de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 38 -  Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a contagem de leucócitos totais 
na medula óssea de animais não infectados e infectados com dose subletal de LM. *p<0,05 em 
relação ao grupo salina, #p<0,05 em relação ao grupo MDMA e não diferem entre si, dentro do 
mesmo período de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas 
comparações  ou o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de múltiplas 
comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 39 -  Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre o peso relativo do baço de 
animais não infectados e infectados com dose subletal de LM. *p<0,05 em relação ao grupo 
salina, #p<0,05 em relação ao grupo MDMA e não diferem entre si, dentro do mesmo período de 
tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações  ou o teste 
de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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6.16 Experimento 16 – Dosagem de citocinas no soro de animais tratados com 

MDMA e infectados com Listeria monocytogenes   

 Setenta e dois camundongos foram separados ao acaso em 3 grupos: 24h, 

48h e 72h e depois subdivididos em mais 4 grupos: Salina, MDMA, LM e 

MDMA+LM. Na primeira injeção, todos os animais foram tratados pela via i.p. com 

volume de 0,1 mL de solução para cada 10g de peso de cada animal. Na segunda 

injeção, todos os animais foram tratados pela via i.p. com volume de 0,2 mL de 

solução por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injeções de 

solução salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injeção de MDMA (10,0 

mg/kg) e uma injeção de solução salina. Os animais do grupo LM receberam uma 

injeção de solução salina e uma injeção de LM diluída (dose subletal) em solução 

salina. Por fim, os animais do grupo MDMA+LM receberam uma injeção de MDMA 

(10mg/kg) e uma injeção de LM diluída (dose subletal) em solução salina. Os 

animais receberam a primeira injeção 1 hora antes da inoculação da bactéria e 

foram submetidos a eutanásia após 24h, 48h e 72h da inoculação para coleta de 

sangue e subsequente análise de citocinas no soro. Todos os animais em estudo 

receberam duas injeções para eliminar possíveis efeitos do estresse da injeção. A 

figura 32  ilustra este esquema de tratamento. 

 RESULTADOS 

 Como esperado, os animais não infectados (sem estímulo) apresentaram 

níveis basais muitos baixos e até mesmo indetectáveis das diferentes citocinas 

avaliadas; somente os animais infectados apresentaram expressão significativa das 

diferentes citocinas e quimiocina, as diferenças entre os grupos podem ser 

observadas na tabela 18.  
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 A análise estatística dos dados,  confirmando informações anteriores, mostrou 

que os animais não infectados e tratados com MDMA não apresentaram alterações 

significativas na expressão de nenhuma das citocinas e quimiocina analisadas 

quando comparados com os animais do grupo controle não infectados. 

 Observamos que o tratamento com MDMA foi capaz de induzir uma tendência 

a diminuição nos níveis de IL12p70, TNF, IFNγ, MCP-1 e IL-6 nos animais infectados 

em relação aos animais infectados não tratados nas primeiras 24h de infecção. No 

entanto, 48h após a infecção, os níveis destas citocinas nos animais tratados e 

infectados, apresentaram um aumento em sua expressão igualando-se àqueles dos 

animais infectados e não tratados. Por fim, 72h após a infecção, observou-se um 

aumento significativo destas citocinas nos animais tratados e infectados   quando 

comparados aos animais infectados e não tratados. De forma geral, podemos 

afirmar que o tratamento com MDMA inibiu o início da resposta imune inflamátoria 

nas primerias 24h, passando por um perído de transição em 48h e iniciando-se uma 

resposta inflamatória muito robusta e descontrolada, provavelmente pelo fato de a 

replicação da bactéria não ter sido contralada no início da infecção. Além disso, 

observamos que os níveis de IL-10 estavam aumentados nos animais infectados e 

não tratados após 72h da infecção para reestabelecimento da homeostase, o que 

não aconteceu com os animais do grupo tratado com MDMA e infectados. As 

figuras  40, 41, 42, 43, 44 e 45 ilustram estes resultados. 

 

 

 

.  
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Tabela 18  - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a dosagem de 
citocinas e quimiocina no soro de animais não infectados e infectados com dose 
subletal de LM  

  Grupos 

Tempo Parametros Salina MDMA LM MDMA+LM 

24 h 

IL12p70 0,0±0,0 0,0±0,0 10,1±3,9* 5,4±3,7* 

TNF 6,4±0,6 6,8±0,9 29,9±9,5* 20,5±7,9* 

IFN-γγγγ 0,9±0,5 1,1±0,6 212,2±67,1* 122,0±46,7*# 

MCP-1 17,3±1,4 16,0±2,2 781,5±298,9* 226,7±122,7# 

IL-6 1,1±1,0 1,5±0,8 267,9±66,2* 61,2±21,2# 

IL-10 1,1±2,5 0,0±0,0 3,2±3,3 0,6±1,4 

48 h 

IL12p70 0,4±0,8 0,0±0,0 1,5±2,3* 3,5±2,0*  

TNF 7,9±1,7 6,4±1,5 38,6±6,4* 44,2±7,1*  

IFN-γγγγ 1,0±0,6 1,8±0,5 619,4±189,2* 556,6±141,2*  

MCP-1 24,9±13,3 15,5±2,2 442,9±102,8* 384,6±116,6*  

IL-6 2,1±1,7 2,0±1,6 93,7±31,1* 118,4±62,4*  

IL-10 0,7±1,9 0,0±0,0 0,3±0,7 0,9±1,9  

72 h 

IL12p70 0,0±0,0 0,0±0,0 8,1±3,7* 8,9±3,6*  

TNF 5,0±1,1 7,8±1,5 102,3±93,7 210,9±79,8*  

IFN-γγγγ 1,2±0,1 1,4±0,2 1125,0±730,6* 1971,0±512,1*#  

MCP-1 16,6±3,4 15,5±2,3 341,9±152,7* 883,0±153,2*#  

IL-6 1,6±1,0 1,4±0,8 96,4±56,8 303,4±194,4*#  

IL-10 0,7±1,6 0,0±0,0 4,5±2,7* 0,7±1,6#  

Os dados representam a media±desvio padrão. *p<0,05 em relação ao grupo salina e MDMA não 
infectados, #p<0,05 em relação ao grupo LM, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma 
via seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 40  - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressão de IL12p70 no soro 
de animais infectados e não infectados com LM. *p<0,05 em relação ao grupo salina e MDMA não 
infectados, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 41  - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressão de TNF no soro de 
animais infectados e não infectados com LM. *p<0,05 em relação ao grupo salina e MDMA não 
infectados, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer 
de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 42  - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressão de IFNγ no soro de 
animais infectados e não infectados com LM. *p<0,05 em relação ao grupo salina e MDMA não 
infectados, #p<0,05 em relação ao grupo LM, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 43  - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressão de MCP-1 no soro de 
animais infectados e não infectados com LM. *p<0,05 em relação ao grupo salina e MDMA não 
infectados, #p<0,05 em relação ao grupo LM, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 44 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressão de IL-6 no soro de 
animais infectados e não infectados com LM. *p<0,05 em relação ao grupo salina e MDMA não 
infectados, #p<0,05 em relação ao grupo LM, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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Figura 45  - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressão de IL-10 no soro de 
animais infectados e não infectados com LM. *p<0,05 em relação ao grupo salina e MDMA não 
infectados, #p<0,05 em relação ao grupo LM, dentro do mesmo período de tempo. Anova de uma via 
seguido do teste de Tukey-Kramer de múltiplas comparações. n=6 animais/grupo. 
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7 DISCUSSÃO  

 Os resultados deste estudo mostraram que 60 minutos após a administração 

de MDMA na dose 10mg/kg, houve uma diminuição do burst oxidativo de neutrófilos 

induzido por SAPI e PMA, assim como, da porcentagem e da intensidade da 

fagocitose dos neutrófilos sanguíneos; também observamos uma diminuição da 

celularidade total da medula óssea e aumento da mesma no baço e diminuição do 

peso relativo do baço. Observamos ainda, que o tratamento com MDMA foi capaz de 

aumentar a porcentagem de neutrófilos e de diminuir a porcentagem de linfócitos 

sanguíneos, assim como, por nós observado anteriormente (De Paula et al., 2009); 

este fato nos levou a sugerir que nossos achados fossem decorrência de aumento 

induzido pelo MDMA nos níveis séricos de corticosterona. De fato, observamos 

agora que o tratamento prévio com metirapona ou com RU-486 em animais tratados 

com MDMA foi capaz de inibir os efeitos observados após administração desta 

droga em todos os parâmetros avaliados da atividade de neutrófilos; mais 

precisamente, observamos que os efeitos induzidos pelo MDMA sobre a atividade 

de neutrófilos foram mediados pela diminuição da ativação de NFκB, efeito este 

inibido pela metirapona. Além disso, observamos que as alterações nas 

porcentagens de neutrófilos e linfócitos sanguíneos induzidas pelo MDMA também 

foram prevenidas pela admistração prévia de metirapona.  

 No entanto, os tratamentos com metirapona ou RU-486 não foram capazes 

de impedir as alterações de celularidade da medula óssea e do baço ou a 

diminuição no peso relativo do baço induzidos por MDMA. Desta forma, pareceu-nos 

que estes efeitos poderiam ser advindos de uma ativação do SNS. De fato, 

mostramos que o MDMA induziu um aumento nos níveis plasmáticos de adrenalina 

e noradrenalina.  



130 

 

 

 Neste sentido, observamos que o tratamento prévio com 6-OHDA, ao 

contrário, não preveniu os efeitos do MDMA sobre a diminuição da atividade de 

neutrófilos; porém o tratamento com propranolol foi capaz de inibir os efeitos do 

MDMA sobre  os parâmetros de atividade de neutrófilos. Para esclarecer este fato, 

mostramos que o propranolol impediu a ação do MDMA sobre a atividade dos 

neutrófilos não em decorrência de uma ação como antagonista não seletivo de 

receptores β adrenérgicos, mas sim pela sua capacidade de inibir a atividade do eixo 

HPA e, consequente, pela redução da concentração sérica de corticosterona. Para 

confirmar este resultado, realizamos um novo ensaio no qual utilizamos o pré-

tratamento com ICI-118,551, um antagonista adrenérgico seletivo para receptores β2 

e observamos que ele não foi capaz de inibir os efeitos induzidos por MDMA quer na 

atividade de neutrófilos quer na contagem diferencial de leucócitos sanguíneos; no 

entanto, o tratamento com ICI 118,551 preveniu as alterações de celularidade da 

medula óssea e do baço e também a diminuição do peso relativo do baço induzidos 

por MDMA.  

 Desta forma, parece-nos possível afirmar que os efeitos induzidos pelo 

MDMA sobre a atividade de neutrófilos e sobre a contagem diferencial de neutrófilos 

e linfócitos se devam à uma ação da corticosterona enquanto que as catecolaminas 

periféricas estariam envolvidas na alteração de distribuição de leucócitos entre o 

baço e a medula óssea e na diminuição do peso relativo do baço.  

 No contexto da presente discussão é importante ressaltar que o MDMA induz 

alterações neuroquímicas, comportamentais e endócrinas, semelhantes àquelas 

produzidas por exposição a um estresse agudo, sugerindo este fato, ser ele um 

estressor químico (Pacifici et al., 2000; Pacifici et al., 2002; Connor, 2004; De Paula 

et al., 2009; Ferraz-De-Paula et al., 2011). O eixo HPA é um dos mais importantes 
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sistemas de integração do organismo, sendo ativado em resposta a estímulos 

estressores ambientais ou químicos ou na vigência de distúrbios homeostáticos 

(Mcewen, 1998; 2000c; b; a; Alves et al., 2006; Palermo-Neto et al., 2008; De Paula 

et al., 2009; Pinheiro et al., 2011). Fármacos com ação no SNC como, por exemplo, 

a anfetamina (Ligeiro-Oliveira et al., 2004; Ligeiro De Oliveira et al., 2008) e o MDMA 

(Connor et al., 2000), carreiam potencial para modificar a imunidade por alterar 

principalmente as atividades do eixo HPA (De Paula et al., 2009) e/ou a atividade do 

SNS. De fato, observamos que o MDMA ativou o eixo HPA e o SNS com 

consequente liberação de corticosterona, noradrenalina e adrenalina na circulação, 

respectivamente.  

 Neste sentido, evidências têm demonstrado a participação dos GCs na 

modulação das respostas observadas após administração de anfetamina. Swerdlow 

et al. (1993) mostraram que a administração aguda de anfetamina, por via 

subcutânea, nas doses de 1,0 e 5,0 mg/Kg aumentou os níveis plasmáticos de 

ACTH e de corticosterona, o que configurava a ocorrência de uma ativação do eixo 

HPA; mostraram, também, que estes aumentos ocorriam de forma dose-

dependente, e que os efeitos que observaram podiam ser prevenidos pela 

imunoneutralização do CRH. Ligeiro-Oliveira et al. (2004) constataram, em nossos 

laboratórios, que ratos tratados com anfetamina apresentaram níveis aumentados de 

corticosterona sérica, confirmando informações prévias de que o tratamento com 

anfetamina induzia não apenas alterações comportamentais indicativas de estresse, 

mas também que ativava o eixo HPA.  

 Em 2004, Connor et al.2, mostraram que ratos tratados com 10mg/kg de 

MDMA apresentaram diminuição do burst oxidativo de neutrófilos em resposta ao 

                                                           
2  CONNOR, T.J. Methylenodioxymethamphetamine (MDMA-ECSTASY) suppresses zymosan-induced 
oxidative burst in neutrophils. Mensagem recebida por vivi_ferraz@terra.com.br em 08 agosto, 2006. 
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zymosan opsonizado. Mais especificamente, verificaram em ratos que a 

administração de 20 mg/kg de MDMA 30 minutos antes dos testes suprimia a 

proliferação de linfócitos induzida por Con-A, e reduzia a contagem total de 

leucócitos sanguíneos (Connor et al., 1998; Connor et al., 2000); mostraram, ainda, 

que essas alterações eram acompanhadas por um aumento nos níveis plasmáticos 

de corticosterona que persistiram durante 6 horas (Connor et al., 1998). Estes dados 

corroboram, assim, com os que observamos, visto que a diminuição do burst 

oxidativo e da fagocitose por neutrófilos ocorreram 60 minutos após a administração 

do MDMA, momento em que os níveis de corticosterona estavam elevados (De 

Paula et al., 2009; Ferraz-De-Paula et al., 2011). O pré-tratamento agora realizado 

com metirapona e RU-486 ao inibir estes efeitos, reforçam a participação do eixo 

HPA nos efeitos induzidos pelo MDMA sobre a atividade de neutrófilos. 

Neste sentido, lembramos que diversos trabalhos de literatura têm confirmado 

o efeito imunossupressor dos GCs sobre a atividade de neutrófilos tanto em 

humanos como em animais de laboratório (De Paula et al., 2009; Pinheiro et al., 

2011).  Bekesi et. al., (2004), demonstraram que neutrófilos de voluntários sadios 

apresentavam uma significante redução na produção de íons superóxido quando 

incubados com corticosterona e 18-hidroxi-deoxicorticosterona (Bekesi et al., 2004). 

Archana e Namasivayam (1999) mostraram que ratos estressados apresentavam 

aumento dos níveis plasmáticos de corticosterona, acompanhados por diminuição do 

número total de leucócitos e diminuição da fagocitose por neutrófilos induzida por 

Candida albicans e Nitroblue tetrazolium. Nohmi et al., (1994) também 

demonstraram que concentrações fisiológicas de corticosterona suprimiam in vivo a 

atividade de neutrófilos murinos induzida por Candida albicans. Ainda, Harris, Flower 

e Perretti, (1995) mostraram que camundongos injetados com fator de ativação 
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plaquetária (PAF) (i.v.) apresentaram uma rápida neutropenia (2 minutos) seguida 

por uma neutrofilia (2 horas) e que este efeito era precedido por um aumento dos 

níveis plasmáticos de corticosterona. Além disso, quando os camundongos foram 

adrenalectomizados ou pré-tratados com o antagonista de receptores esteróides 

(RU 486), a neutrofilia induzida por PAF foi reduzida em 50%; no entanto quando 

estes animais foram administrados com ACTH, eles apresentaram intensa 

neutrofilia, confirmando a ação dos GCs sobre os neutrófilos sanguíneos 

(Harris,Flower e Perretti, 1995). 

 Acredita-se que a mais importante propriedade dos GCs seja seu efeito 

imunossupressor, pela sua propriedade em diminuir a expressão de moléculas 

inflamatórias e aumentar a expressão de moléculas anti-inflamatórias, atuando sobre 

fatores de transcrição envolvidos com a resposta inflamatória, como o NFκB . O 

NFκB é um fator de transcrição encontrado em sua forma inativa, ligado a uma 

proteína inibitória, o IκB,  no citoplasma de muitas células do sistema imune, 

incluindo-se aqui os neutrófilos (Abraham, 2005). No início de uma sinalização 

intracelular induzida pela ativação de receptores associados a padrões moleculares 

de patógenos – como, por exemplo, os TLRs 2 ou 4, que reconhecem produtos 

microbianos ou outros receptores de mediadores inflamatórios, como, por exemplo 

os de citocinas – o NFκB desliga-se da sua proteína inibitória IκB e migra para o 

núcleo da célula aumentando a transcrição de genes responsáveis pela expressão 

de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesão e outros mediadores inflamatórios 

associados com estímulos infecciosos (Tak e Firestein, 2001). O antagonismo 

exercido pelos GRs  ativados sobre o NFκB é considerado explicativo para as ações 

imunossupressivas e antiinflamatórias dos GCs. De fato, foi possível observar neste 

estudo que uma única dose de MDMA foi capaz de induzir uma diminuição da 
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expressão de NFκB ativado (NFκB p68), provocando uma diminuição na atividade 

dos neutrófilos estimulados in vitro  e que esta diminuição foi prevenida pelo pré-

tratamento com metirapona, confirmando a participação do eixo HPA, mais 

especificamente dos GCs, nos efeitos do MDMA quando da diminuição por ele 

induzida na ativação do NFκB em neutrófilos. 

O número e proporção de leucócitos sanguíneos caracterizam uma 

representação importante do estado de ativação do sistema imune e do padrão de 

distribuição de células imunes no corpo. Sabe-se que o estresse agudo induz 

grande, rápida e reversível mudança na distribuição de subpopulações de leucócitos 

do sangue periférico de ratos, e que a corticosterona é o maior mediador dessas 

mudanças agindo principalmente através de receptores adrenais de esteróides do 

tipo II (Dhabhar et al., 1996).  

O tráfego de células imunes é tido como sendo crucial para o desempenho da 

resposta imune, bem como para as funções efetoras do sistema imune. Dados de 

literatura têm mostrado que animais estressados apresentam níveis elevados de 

corticosterona no plasma, acompanhados por significante diminuição no número e 

porcentagem de linfócitos (Ligeiro-Oliveira et al., 2004; De Paula et al., 2009) e por 

um aumento no número e porcentagem de neutrófilos circulantes (Ottaway e 

Husband, 1994; Engler et al., 2004; De Paula et al., 2009) e estes efeitos são 

diminuidos em animais adrenalectomizados. Sugere-se, assim, que fatores 

endócrinos liberados durante o estresse modulem o tráfego de leucócitos, o que 

resulta numa redistribuição desses entre o sangue e outros compartimentos imunes 

(Ottaway e Husband, 1994; Stefanski, 2000; Engler et al., 2004).  

Song, Earley; Leonard, (1995) mostraram ser a injeção intracerebroventricular 

de 0,5 e 1,0 µg de CRH, capaz de induzir aumento significativo na atividade do 
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sistema neuronal monoaminérgico, mais espscificamente, de noradrenalina, 

dopamina e 5-HT no hipotálamo. Nesse trabalho, os autores mostraram que a 

infusão de CRH produziu um aumento dose-dependente dos níveis séricos de 

corticosterona causando claramente redução da proliferação e da porcentagem de 

linfócitos e aumento na porcentagem de neutrófilos sanguíneos. Esses dados 

concordam com os nossos no referente à dimiunuição de linfócitos e aumento de 

neutrófilos circulantes causadas pelo MDMA que foram prevenidos pelo pré-

tratamento com metirapona (Song,Earley e Leonard, 1995).  

Nesse contexto, parece-nos interessante destacar que Ligeiro-Oliveira et al., 

(2004) mostraram, em nossos laboratórios, que ratos OVA-sensibilizados tratados 

com anfetamina apresentaram uma diminuição na população de neutrófilos, 

monócitos e linfócitos no sangue periférico e um aumento no número de células na 

medula óssea, um efeito que não se devia exclusivamente à ativação do eixo HPA 

com conseqüente liberação de corticosterona. De fato, o pré-tratamento com 

metirapona preveniu apenas, em parte, a inibição da migração de células 

inflamatórias induzidas pela anfetamina no modelo de inflamação alérgica pulmonar. 

Estes dados contrastam com aqueles de nossos resultados uma vez que verificamos 

diminuição no número de linfócitos sanguíneos e diminuição do número de células 

da medula óssea. A aparente divergência entre esses dados, além de se tratar de 

fármacos diferentes, pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo fato de os 

animais não terem sido desafiados imunologicamente em nosso trabalho, ou seja, 

nossos resultados advem de níveis celulares basais, ao contrário do que aconteceu 

no trabalho de Ligeiro-Oliveira et al., (2004) onde os animais foram induzidos com 

OVA a produzir uma resposta alérgica pulmonar com maior recrutamento de células. 

No entanto, observamos agora neste trabalho, que a distribuição de leucócitos entre 
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o baço e a medula óssea foi prevenida somente pelo tratamento prévio com ICI e a 

que metirapona reverteu apenas a contagem diferencial de células do sangue 

circulante como destacado anteriormente. 

Neste sentido, dados recentes no campo de estudo da 

neuroimunomodulação, têm sugerido a existência de várias vias, que a não a 

ativação do eixo HPA, pelas quais o estresse afeta o comportamento e a função 

imune (Alves et al., 2006). As alterações entre o sistema nervoso e o sistema imune 

são extensas e podem incluir vários hormônios, as catecolaminas, outras aminas, 

neuropeptídeos e opióides. Assim, por exemplo, já foi descrito que estímulos 

estressores como inalação de éter (Vellucci, 1977), frio (Ritter e Pelzer, 1978) e 

imobilização (Nakagawa et al., 1981) são capazes de ativar o SNS e os sistemas de 

neurotransmissão catecolaminérgica no SNC (Iimori et al., 1982). Neste sentido, 

sabe-se que o estresse ativa o locus coerulleus e que a ativação deste núcleo é 

acompanhada por um aumento de atividade do SNS. Esta ativação simpática 

responde por grande parte das modificações autonômicas periféricas induzidas pelo 

estresse como, por exemplo, aquelas detectadas no sistema cardiovascular e 

respiratório. Estas mudanças quando empreendidas de modo correto são 

importantes para o planejamento e execução de adaptações que podem ser 

relevantes para a sobrevivência dos organismos (Svensson, 1987; Nance e 

Sanders, 2007).  

Neste sentido, sabe-se que algumas fibras do SNS inervam órgãos linfóides 

(Madden e Felten, 1995), entre eles o baço. Estudos realizados em modelos animais 

mostraram que a administração local ou sistêmica de agonistas de receptores 

adrenérgicos α1 induziram constrição do baço com concomitante aumento dos 

níveis de hemoglobina, hematócrito e número de eritrócitos no sangue (Ojiri et al., 
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1993). Fármacos simpatomiméticos como a cocaína, mimetizaram estes efeitos em 

animais e em seres humanos (Sato et al., 1995; Shannon,Manders e Shen, 1995; 

Kaufman et al., 1998). Esses dados concordam com os nossos, uma vez que 

observamos diminuição do peso relativo do baço induzida provavelmente, por uma 

contração da cápsula do baço. No entanto, de forma surpreendente, o pré-

tratamento com ICI foi capaz de inibir a diminuição do peso relativo do baço induzido 

por MDMA. Acreditamos que uma hipótese explicativa para este resultado seja que 

o ICI 118,551 tenha atravessado a barreira hematoencefálica atuando em receptores 

β adrenérgicos no SNC, e desta forma, inibido a ativação do SNS (O'donnell,Frith e 

Wilkins, 1994), levando a uma inibição das ações das catecolaminas periféricas no 

baço. 

Além disso, já se descreveu uma supressão da proliferação de linfócitos 

sanguíneos independente da atividade do eixo HPA, tendo sido ela atribuída a ações 

desencadeadas pelos sistemas catecolaminérgicos centrais e periféricos (Keller et 

al., 1988). Desta forma, parece-nos possível inferir que as alterações imunes 

observadas em nosso trabalho tenham sido decorrentes também, ou pelo menos em 

parte, da ativação do SNS. No entanto, existem alguns pontos importantes a serem 

considerados a respeito dos efeitos das catecolaminas sobre o sistema imune. Em 

um primeiro momento, ressalta-se serem os efeitos das catecolaminas diferentes se 

avaliados local ou sistemicamente (Elenkov et al., 2000). Uma possível explicação 

para este fato está relacionada às concentrações plasmáticas de catecolaminas 

atingidas em certas condições. A concentração basal de catecolaminas circulantes é 

de aproximadamente de 2-6 x10-10M em ratos e humanos. O estresse de restrição 

de movimento em ratos pode aumentar essas concentrações em até 600%, 

alcançando a concentração de 2-6x10-8M de catecolaminas circulantes; entretanto, a 
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concentração de catecolaminas na região terminal nervosa do baço pode alcançar 

níveis muito mais altos acima de 5x10-4M (Shimizu,Hori e Nakane, 1994). Em um 

segundo momento, lembramos que as catecolaminas podem afetar a resposta 

imune in vivo não somente por atuar diretamente em células imunes, mas, também, 

por alterar o fluxo sanguíneo e a distribuição de células. Um terceiro ponto a 

comentar diz respeito às células imunes, que têm uma distribuição particular em 

órgãos linfóides secundários; assim, por exemplo, as áreas de células T no baço são 

mais ricas em terminações nervosas simpáticas do que as áreas de células B. 

Finalmente, e em quarto lugar, não se pode esquecer que outras substâncias como 

o neuropeptídio Y, adenosina, serotonina, dopamina, ATP e etc são liberadas 

simultaneamente quando os nervos noradrenérgicos são estimulados in vivo e que 

estas substâncias atuam sobre as células imunes de forma sinérgica ou antagônica 

aos efeitos adrenérgicos do SNS (Del Rey e Besedovsky, 2008). 

Diante desses fatos, não é surpreendente termos observado que os pré-

tratamentos com 6-OHDA e com ICI tenham sido incapazes de inibir a diminuição da 

atividade de neutrófilos induzidas por MDMA. Desta forma, é possível que os efeitos 

induzidos pelo MDMA sobre a atividade dos neutrófilos e sobre a distribuição 

diferencial de leucócitos no sangue não sejam decorrentes da ativação direta do 

SNS. No entanto, o antagonismo induzido pelo ICI reverteu os efeitos induzidos pelo 

MDMA na distribuição de células no baço e na medula óssea. Esses achados nos 

levam a acreditar que o MDMA seja um estressor químico, que diminui a atividade 

de neutrófilos via ativação do eixo HPA e que altera a distribuição de leucócitos por 

uma via dependente do SNS, que estaria relacionada com os efeitos 

simpatomiméticos induzidos pela droga.  
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Neste contexto, acreditamos que não poderíamos atribuir a diminuição que 

observamos da atividade de neutrófilos induzida por MDMA a uma 

imunossupressão, visto que os efeitos observados foram obtidos em animais não 

desafiados imunologicamente. Desta forma, decidimos avaliar se a diminuição da 

atividade de neutrófilos induzida por MDMA e a alteração na distribuição de células 

entre o baço e a medula óssea afetou a capacidade de resposta do sistema imune a 

um desafio real por inoculação de uma dose subletal de LM.  

Estudos têm demonstrado que durante a fase inicial da infecção com LM 

ocorre uma redução no número de precursores hematopoéticos de granulócitos e 

macrófagos na medula óssea, com consequente hematopoese extramedular e 

elevação nos níveis séricos de fator estimulante de colônia (CSF)  (Wing,Waheed e 

Shadduck, 1984; Wood et al., 1984; Wing et al., 1985; Teixeira et al., 2006; Queiroz 

Jde et al., 2008). De fato, observamos que o tratamento com MDMA foi capaz de 

induzir uma diminuição do número de precursores hematopoéticos de granulócitos e 

macrófagos na medula óssea após 24h, 48h e 72h do tratamento em camundongos 

não infectados e infectados com LM, caracterizando uma drástica mielossupressão 

nestes animais, independente da infecção. Observamos um aumento destes 

precurssores no baço, caracterizando um aumento de hematopoese extramedular, 

quiça como tentativa de compensar os efeitos observados na medula óssea de 

animais tratados com MDMA e não infectados, 24h e 48h após o tratamento e nos 

animais infectados e tratados com MDMA apenas 72h após o tratamento. Este efeito 

tardio do MDMA sobre a hematopoese extramedular de animais infectados com LM 

pode estar relacionado com a progressão da infecção e com o aumento de 10% na 

resistência dos animais à infecção após as 72h (Mackaness, 1962). Além disso, o 

MDMA foi capaz de diminuir o número de células totais no sangue e na medula 
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óssea de animais infectados, potencilizando, desta forma, a atividade 

imunossupressora da LM. 

 Diversos fatores estão envolvidos na defesa contra a LM sendo que a 

resistência primária a esta bactéria é representada pela imunidade inata do 

hospedeiro. Embora a eliminação da infecção dependa de uma resposta imune 

específica mediada por células T, a resposta inata mediada por macrófagos e 

neutrófilos durante as fases iniciais da infecção é fundamental para a sobrevivência 

do hospedeiro (Braun e Cossart, 2000; Pamer, 2004; Zenewicz e Shen, 2007). Os 

neutrófilos são de grande importância, uma vez que são as primeiras células a atuar 

contra os microrganismos e produzir citocinas que orquestrarão uma resposta 

específica contra o patógeno. O recrutamento de monócitos é uma característica 

essencial da resposta inflamatória à infecção por LM (Dlugonska, 1986; North,Dunn 

e Conlan, 1997) e a depleção de granulócitos em modelos animais aumentou a 

susceptibilidade à infecção (Czuprynski et al., 1994). Em diversas espécies animais, 

incluindo-se humanos e roedores, os neutrófilos desempenham um papel importante 

na contenção da infecção neutralizando vários patógenos de forma muito eficiente, 

como revisado anteriormente. O clearance de patógenos intracelulares, como a LM 

em camundongos, é potencializado pela produção de IFNγ pelas células NK, as 

quais ativam os macrófagos a iniciar sua atividade efetora.  

 Os macrófagos e granulócitos são células derivadas dos precursores 

hematopoéticos da medula óssea que se diferenciam na presença de CSF (Metcalf, 

1986; Kayashima et al., 1993). Desta forma, a presença de CSF bem como a 

produção, maturação e mobilização eficiente das células hematopoéticas derivadas 

da medula óssea, particularmente granulócitos e macrófagos, são fundamentais 

para o sucesso da resolução da infecção. Sabe-se que estas células progenitoras 
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podem migrar da medula óssea para outros tecidos hematopoéticos como o baço, 

sítio de replicação bacteriana, como parte da defesa do hospedeiro contra bactérias 

intracelulares (Wing et al., 1985; Teixeira et al., 2006). O CSF modula a resposta 

hematopoética provocando a pronta mobilização dos fagócitos circulantes e 

teciduais, e aumentando a diferenciação de progenitores hematopoéticos (Zhan et 

al., 1998; Guleria e Pollard, 2001; Jin et al., 2002; Qiu,Zhu e Pollard, 2009). Em 

animais resistentes à LM, como os camundongos da linhagem C57/BL-6, observa-se 

um aumento de CSF no soro nas primeiras horas de infecção, o que confere uma 

resposta hematopoética mais eficiente que aquela observada em animais 

susceptíveis como o BALB/c, cujo pico de CSF ocorre nas 48h que se sequem a 

infecção (Cheers e Stanley, 1988). Desta forma, nossos resultados sugerem que a 

diminuição  que observamos no número de progenitores hematopoéticos da medula 

óssea possa estar relacionada a uma diminuição de CSF, uma vez que o tratamento 

com MDMA impediu o aumento de CSA nas primeiras 24h da infecção; neste 

sentido, apesar de termos observado um aumento de CSA nas 48h seguidas à 

infecção, os níveis de CSA em 72h nos animais infectados tratados com MDMA 

estavam menores do que os medidos em animais somente infectados. Assim, quer 

nos parecer que a mielossupressão observada nos animais tratados com MDMA e 

infectados com LM possa ter sido mediada por este fator, dentre outros que iremos 

discutir a seguir.  

Estudos têm demonstrado que a noradrenalina e a dopamina, quando 

adicionadas in vitro, promovem diminuição no número de CFU-GM da medula óssea 

(Maestroni e Conti, 1994a; b; Miyan,Broome e Afan, 1998). Além disso, sabe-se que 

o sistema nervoso controla a produção de células sanguíneas e a migração, tanto 

das células maduras como das imaturas, da medula óssea para o sangue periférico, 
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corroborando com a noção da existência de um controle neural na hematopoese 

(Afan et al., 1997; Broome e Miyan, 2000; Broome,Whetton e Miyan, 2000). Desta 

forma, podemos sugerir que a diminuição de CFU-GM e da migração de células da 

medula óssea nos animais tratados com MDMA possa ter sido decorrência do 

aumento dos níveis de catecolaminas circulantes nas primeiras horas da infecção, 

fato que teria coincidido com o momento em que está sendo montada a resposta 

imune contra o invasor. Além disso, quer nos parecer que a diminuição da atividade 

de neutrófilos induzidas pelo tratamento com MDMA durante as primeiras horas da 

infecção, tenha promovido uma descontrolada multiplicação do patógeno 

culminando este fato com a piora da infecção, o que não ocorreu nos animais 

infectados não tratados com MDMA, que apresentaram uma resposta de 

reestabelecimento da homeostase após as 72h da infecção. 

Para determinar de forma ainda mais completa os possíveis mecanismos 

pelos quais o tratamento com MDMA diminuiu a resposta à infecção com LM, 

pareceu-nos relevante avaliar os níveis séricos de citocinas nestes animais. De fato, 

o controle e a resolução de infecções por LM envolvem diversos tipos celulares que 

se comunicam através de citocinas (IL-12, TNF, IFNγ, IL-6 e IL-1β) e quimiocinas 

(MCP-1, MIP-1, MIP-2 e IL-8), que regulam a resposta imune por estimular e 

mobilizar células efetoras contra o patógeno no local de infecção (Cousens e Wing, 

2000). 

Sabe-se que a IL-12, o TNF e o INFγ iniciam uma cascata de eventos que 

resultam na resistência mediada por macrófagos e células NK (Tripp,Wolf e Unanue, 

1993). A principal fonte de IL-12 na infecção por LM ainda é desconhecida; mas os 

neutrófilos e as células dendríticas secretam IL-12, em uma quantidade que parece 

ser primordial para a resistência anti-listeria em camundongos normais e SCID 
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(camundongos com imunodeficiência combinada grave) (Tripp et al., 1994). A IL-12 

e o TNF atuam de forma sinérgica induzindo a produção de IFNγ pelas células NK 

(Tripp,Wolf e Unanue, 1993). Mostrou-se que a neutralização da IL-12 ou do TNF 

diminuiu a ativação de macrófagos e aumentou o desenvolvimento da LM no fígado 

(Wagner et al., 1994), no entanto, a falta de IL-12 pode ser compensada pela 

administração de IFNγ (Tripp et al., 1994). Emoto e colaboradores (2003) mostraram 

que os neutrófilos são as princiapis células efetoras de defesa do hospedeiro contra 

a LM, pois secretam IL-12 que ativa as células NK a produzir IFNγ direcionando a 

resposta imune para o tipo Th1, que tem um papel crucial na eliminação do 

patógeno. Esses dados parecem concordar com os resultados por nós observados. 

Nos animais tratados com MDMA e infectados com LM observamos uma diminuição 

na produção de IL-12 e TNF, fatos que coincidiram com uma diminuição na 

produção de IFNγ nas primeiras 24h da infecção, que é essencial para o controle da 

infecção com LM; esta ação pode corresponder a uma das vias pelas quais os 

animais apresentaram uma mielossupressão pronunciada após 48h e 72h da 

infecção. No entanto, os níveis de IL-12, TNF e IFNγ, apresentaram-se aumentados 

após 72h da infecção nos animais tratados com MDMA; acreditamos que seja 

possível sugerir que este fato não tenha sido decorrência de uma melhora no quadro 

infeccioso, mas sim decorrente de uma resposta inflamatória descontrolada, uma 

vez que em 72h os animais não tratados e infectados apresentaram uma 

recuperação na contagem de CFU-GM e nos níveis de citocinas em relação aos 

animais tratados e infectados. Corroborando com esta hipótese observamos que o 

tratamento com MDMA em animais infectados culminou com a morte de todos eles 

nas 96h após a infecção com a dose letal da LM (dados não mostrados).  
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Além das respostas reguladas por IL-12, TNF e IFNγ discutidas anteriormente, 

sabe-se que a IL-6 e a IL-1 são requeridas para a resistência orgânica a LM in vivo 

(Rogers et al., 1994; Dalrymple et al., 1995) Embora os mecanismos ainda sejam 

poucos conhecidos, sabe-se que a IL-6 e a IL-1 regulam principalmente as respostas 

induzidas por neutrófilos contra a LM durante a infecção. De fato, mostrou-se que 

animais deficientes de IL-6 apresentaram maior susceptibilidade à infecção por LM 

e, ainda, que o aumento do desenvolvimento de LM no fígado destes animais estava 

correlacionado com um aumento de neutrófilos sanguíneos que apresentavam 

atividade reduzida (Dalrymple et al., 1995). Nossos dados corroboram com estes da 

literatura uma vez que observamos uma diminuição dos níveis de IL-6 nos animais 

tratados com MDMA e infectados com LM nas primeiras 24h da infecção momento 

em que a diminuição na atividade dos neutrófilos causada pelo aumento de 

corticosterona induzida por MDMA teria um efeito somatório com a falta de ativação 

por IL-6. Em conjunto, estas ações teriam resultado em diminuição da resistência 

dos animais à infecção por LM.  

Assim como discutido acima, a IL-6 aumentou muito às 72h após a infecção 

fato que acreditamos, tenha ocorrido devido a uma resposta inflamatória 

descontrolada e não a uma melhor resposta à infecção. Esta hipótese pode ser 

agora confirmada, uma vez observado que os níveis de IL-10, uma citocina anti-

inflamatória conhecida pelo seu papel regulatório das respostas inflamatórias 

(Jankovic,Kugler e Sher), estavam diminuídos em todos os períodos de evolução da 

infecção que avaliamos. De fato, a IL-10 é produzida em resposta a uma 

estimulação das células do sistema immune inato, neutrófilos, macrófagos e células 

NK, inibindo a resposta inflamatória induzida pela infecção e reestabelecendo a 

homeostase.   



145 

 

 

As quimiocinas são citocinas de baixo peso molecular com função 

quimioatraente e pró-inflamatória. Sabe-se que o tráfego e a infiltração de 

neutrófilos, macrófagos e células NK no fígado são fatores críticos quando da 

resistência orgânica contra a LM, apesar dos mecanismos envolvidos não estarem 

muito claros (Cousens e Wing, 2000). A inoculação intracerebral de LM estimulou a 

expressão de MIP-1 e MIP-2 por neutrófilos e monócitos infiltrados no cérebro em 

resposta a infecção (Seebach et al., 1995). Mostrou-se que o MCP-1 é importante 

para o recrutamento de monócitos para os locais de infecção por LM, sendo 

produzido por macrófagos em resposta à invasão citosólica pela LM (Serbina et al., 

2003). Em nossos experimentos, observamos diminuição dos níveis de MCP-1 nas 

24h e 48h após a infecção por LM, o que provavelmente se traduziu por diminuição 

da migração de monócitos para o local da infecção. Tomados em conjunto com 

aqueles relativos às dosagens de citocinas, estes dados sugerem que o MDMA 

tenha diminuido a resposta imune inata por inibir a resposta de citocinas pró-

inflamatórias e o recrutamento de células no estágio inicial da infecção; desta forma, 

estes fatores teriam permitido uma maior multiplicação e disseminação da LM, 

levando a um descontrole da resposta inflamatória a partir das 72h da infecção. 

Acreditamos que seja possível afirmar que a ativação do fator de transcrição 

NFκB, diminuída nos neutrófilos por uma via dependente de GCs, esteja diminuída 

também em outros tipos celulares e, que por isso, as respostas inflamatórias iniciais 

à LM teriam sido prejudicadas de forma a comprometer toda a resposta imune 

subsequente. De fato, já foi demonstrado que camundongos deficientes da 

subunidade p50 do NFκB apresentam maior susceptibilidade à infecção por LM 

quando comparados a animais normais (Sha et al., 1995) e também que o NFκB é 

ativado pela invasão citosólica por LM (Hauf et al., 1997). 
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Diante destes achados, parece-nos possível sugerir que o MDMA seja um 

estressor químico, que diminui a atividade de neutrófilos por inibir a ativação de 

NFκB, através de uma via dependente de corticosterona e que altera a distribuição 

de leucócitos entre diferentes compartimentos imunes, através de uma via 

dependente de catecolaminas. Essas alterações, induzidas por uma única dose de 

MDMA, mesmo que tenham duração de poucas horas, podem representar um risco 

àa respostas orgânicas montadas contra patógenos invasores, reduzindo 

drasticamente a formação de uma resposta imune eficaz. De fato, observamos que 

os animais tratados com MDMA e infectados com LM apresentaram 

mielossupressão acompanhada por uma diminuição dos níveis séricos de CSA, 

citocinas e quimiocinas nas primeiras horas da infecção e uma resposta 

imune/inflamatória exacerbada após 72h da infecção, fatos que culminaram com a 

morte de todos os animais tratados com a droga. Desta forma, concluímos que o 

MDMA possa ser considerado uma droga imunossupressora que exerce seus efeitos 

por mecanismos neuroimunes. Ainda que não se pretendam extrapolações 

simplistas, os presentes achados sugerem que deva existir uma avaliação cuidadosa 

dos efeitos do Ecstasy sobre o sistema imunológico de usuários desta droga. 
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