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RESUMO

Paula, V. F. N-metil-3,4 metilenodioximetanfetamina (MDMA —  Ecstasy) diminui
a resposta imune inata e a resisténcia a Listeria monocytogenes: papel do eixo
HPA e do Sistema Nervoso Simpatico . 2011. 163f. Tese (Doutorado) — Instituto de
Psicologia, Universidade de S&o Paulo. Sao Paulo, 2011.

Ecstasy € o nome popular do 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA), uma droga
de abuso utilizada por adultos jovens. Diversos relatos tém mostrado existéncia de
correlagcdes positivas entre o abuso do Ecstasy e o aparecimento de doencas
infecciosas. Muitos estudos em modelos animais mostram que o MDMA induz
alteracdes 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
neutrofilos e altera a distribuicAo de leucdcitos nos diferentes compartimentos
imunes. Além disso, avaliamos se os efeitos induzidos pelo MDMA afetam a
resposta a uma infeccao experimental induzida por Listeria monocytogenes. NOSS0s
resultados mostram que 60 minutos apos a administracdo de MDMA na dose
10mg/kg, houve 1) diminuicdo do burst oxidativo de neutrofilos induzido por SAPI e
PMA e, também, da porcentagem e da intensidade da fagocitose dos neutrdfilos
sanguineos; 2) diminuicdo da celularidade total da medula 6ssea e aumento da
mesma no baco, além de diminuicdo do peso relativo do baco; 3) aumento na
porcentagem de neutrofilos e diminuigdo na porcentagem de linfocitos sanguineos; e
4) diminuicdo da expressao de NFkB de neutrofilos sanguineos. O tratamento com
metirapona ou RU-486 prévio ao tratamento com MDMA foi capaz de inibir 5) os
efeitos observados em todos os parametros avaliados na diminuicdo da atividade de
neutrofilos; 6) as alteracdes das porcentagens de neutrofilos e linfécitos sanguineos
e 7) a diminuicdo da expressdo de NFkB. Observamos, ainda, que o tratamento com
6-OHDA ou ICI-118,551 prévio ao tratamento com MDMA 8) néo foram capazes de
inibir os efeitos induzidos pelo MDMA na atividade de neutréfilos e na contagem
diferencial de leucdécitos sanguineos; no entanto, 9) preveniram as alteracbes de
celularidade induzidas por MDMA na medula 6ssea e no baco, e 10) a diminuicdo do
peso relativo do baco. Por fim, observamos em um modelo de infec¢cdo experimental
por LM que o MDMA 11) induziu mielosupressao (diminuicdo do CFU na medula
0ssea e aumento no baco); 12) diminuiu o namero de leucécitos sanguineos e a
celularidade da medula éssea; 13) aumentou a celularidade do baco; 14) diminuiu a
producdo de citocinas pro-inflamatoérias (IL-12p70, TNF, IFN-y, IL-6) e quimiocina
(MCP-1) nas primeiras 24 h; e 15) aumentou a producdo das mesmas citocinas e
quimiocina apés 72 h da inducdo da infec¢do. Desta forma, concluimos que os
efeitos induzidos pelo MDMA sobre a atividade de neutrdéfilos foram provavelmente
mediados pela diminuicdo da expressdo de NFkB induzido pela acgédo da
corticosterona e que a corticosterona, também esta envolvida com as alteracdes na
contagem diferencial de neutrdfilos e linfécitos. As catecolaminas periféricas
responderam pelas alteracdes na distribuicdo de leucdcitos entre baco e medula
0ssea, e diminuicdo do peso relativo do baco. Além disso, o MDMA pode ser
considerado uma droga imunossupressora visto que diminuiu a resisténcia a uma
infeccéo por LM por mecanismos neuroimunes.

Palavras-Chave: MDMA, Ecstasy, neuroimunomodulagédo, neutréfilos, Sistema
hipofise-suprarrenal, sistema nervoso simpatico, infecgéo.



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 S&o Paulo. Sao
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 NFkB 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 NFKB 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-y, 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 NFKB
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 INTRODUCAO

O 3,4 metilenodioximetanfetamina (MDMA) foi desenvolvido em 1914 pela
Merck Pharmaceuticals como um farmaco inibidor do apetite; no entanto, nunca foi
utilizado para este fim. O MDMA é classificado como uma anfetamina alucinégena e,
devido as suas propriedades alucindgenas 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 relatério
técnico da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de 2003 mostrou a existéncia de
um crescimento no consumo do Ecstasy em todo o mundo; dados mais recentes
dessa agéncia indicam que ha 8,5 milhdes de consumidores. No Brasil, em 2003,
foram apreendidos mais de 70 mil comprimidos desta droga, e em 2004 este nimero
ultrapassou a 80 mil. Dados como estes mostram que a situacdo no Brasil néo difere
daquela registrada no mundo. De fato, um relatério da Organizacdo das Nacoes
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
anico dia no aeroporto de Congonhas, em S&o Paulo, mais de 50.000 comprimidos
de Ecstasy vindos da Holanda. Dados mais recentes do relatério da ONU 2009,
indicam um aumento importante do numero 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 esta relacionado a descoberta do
primeiro laboratério clandestino de Ecstasy no Brasil em 2008.

Diferentes relatos tém mostrado a existéncia de correlagdes positivas entre o
abuso do Ecstasy e a incidéncia de doencgas infecciosas. Estudos em modelos
animais mostraram que o MDMA induz alteracbes 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 tém evidenciado a existéncia de
interacOes bidirecionais entre os sistemas nervoso central e imune. Estas relacbes
constituem o pilar mestre de um ramo da ciéncia conhecido como
neuroimunomodulagdo ou psiconeuroimunologia. Neste sentido, estudos in vivo tém
relatado que estados emocionais, como estresse, ansiedade e depressao, bem
como farmacos de acao central, como o diazepam e psicoestimulantes, entre eles a
anfetamina e o Ecstasy, interferem com a imunidade de animais de laboratério. Nas
tltimas duas décadas, tem-se documentado que inumeras drogas de abuso, tais
como cocaina, opidides, canabindides e anfetaminas, tém a capacidade de alterar
funcdes imunes, atuando diretamente em células ou 6rgdos imunes e/ou
indiretamente através de vias neuroimunes.

Desta forma, sendo o MDMA uma droga de relevancia toxicologica e social,
que tem (1) envolvimento com a atividade do sistema nervoso central e com a
imunidade e (2) apresentado correlagdes positivas com incidéncia de infeccbes em
seus usuarios, pareceu-nos relevante buscar pelos mecanismos
neuroimunomodulatérios envolvidos com o0s eventos por nés observados e
relacionados a atividade de neutrdfilos e redistribuicdo de células imunes em
diferentes compartimentos organicos, e avaliar também se estas alteracdes
representariam um efeito imunossupressor, utilizando, para tal, um modelo de

infeccéo experimental por Listeria monocytogenes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neuroimunomodulacéo

Ha muito tempo se conhecia a existéncia de uma integracdo entre o corpo e a
mente. Aristoteles, ja afirmava que a “psique” (alma) e o corpo reagiam
complementariamente um com outro; para ele, uma mudanca no estado da psique
produzia uma mudanca na estrutura do corpo e, inversamente, uma mudanca na
estrutura do corpo produzia uma mudanca na estrutura da psique. Neste sentido, em
1936 Selye, em um trabalho pioneiro, demonstrou que o0 estresse causava
alteracdes no tamanho do timo, do baco e dos linfonodos (Selye, 1998). No entanto,
somente em 1977 foram relatadas as primeiras evidéncias realmente diretas das
relacbes neuroimunes, entre outros, por Besedovsky et al. que demonstraram ser a
ativacdo do sistema imune capaz de aumentar a razdo de disparo de neurbnios
hipotalamicos, sugerindo este fato que o cérebro estaria envolvido com a resposta
imune (Besedovsky e Sorkin, 1977).

Nos ultimos 30 anos a autonomia funcional dos sistemas nervoso e imune
tem sido desafiada. As relevantes interacfes bidirecionais entre esses sistemas
acabaram por constituir o pilar mestre de um ramo da ciéncia conhecido como
neuroimunomodulacéo ou psiconeuroimunologia. H4 um tempo ndo muito distante,
quando se introduzia em um trabalho cientifico no¢cdes de neuroimunomodulacéo
era dificil convencer alguns especialistas em imunologia ou em neurociéncia, que 0s
sistemas imune e nervoso se relacionavam de forma reciproca, isto €, que néo
funcionavam como sistemas independentes. Nos dias atuais esse descrédito nao
mais se justifica e vem caindo sistematicamente; a area de neuroimunomodulacao

estabeleceu-se de forma sélida e tem apresentado muitos e relevantes avancos.
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De fato, diversos trabalhos tem demonstrado que o sistema nervoso central
(SNC) e o sistema imune (SI) estdo intimamente ligados, podendo o SNC exercer
efeitos sobre o Sl a partir de uma ativacdo, entre outros, do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA). Mais especificamente, a ligacdo ocorre através de hormoénios
hipotalamicos e pituitarios, como hormonio liberador de corticotrofina (CRH),
horménio adrenocorticotréfico (ACTH), e glicocorticoides (GC); também, acontece
através da inervacdo simpatica e parassimpatica dos orgaos linfoides e células
imunes (Wrona, 2006). Assim, ap0s um estimulo estressor como, choque nas patas
(Fonseca,Massoco e Palermo-Neto, 2002), convivéncia com companheiro doente
(Alves et al., 2006; Alves,Vismari e Palermo-Neto, 2007; Palermo-Neto et al., 2008),
restricdo de movimento (Cao,Hudson e Lawrence, 2003b) e confronto sociais (Sa-
Rocha,Sa-Rocha e Palermo-Neto, 2006); ou estressores quimicos, tais como,
anfetamina (Ligeiro-Oliveira et al., 2004), picrotoxina (Stankevicius et al., 2008) e
MDMA (De Paula et al.,, 2009), os GC liberados do cortex da adrenal exercem
potentes efeitos nas esferas imune/inflamatoria.

Por outro lado, sabe-se que a ativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS),
em resposta a um estimulo estressor afeta de forma direta o sistema imune. De fato,
os tecidos linféides primarios e secundarios estdo inervados por fibras simpaticas
pos-ganglionares noradrenérgicas (Felten et al., 1987; Madden,Sanders e Felten,
1995) que mantém intimo contato com células linféides possibilitando assim,
conexdes “sinapticas” da noradrenalina com os leucOcitos uma vez que, essas
células imunes expressam receptores adrenérgicos em sua superficie. Desta forma,
a liberacdo 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 evidéncias tém demonstrado,
também, um importante papel das vias colinérgicas parassimpaticas na
comunicacdo bidirecional entre o cérebro e sistema imune, a denominada Via
Colinérgica Antiinflamatoria que controla a resposta inflamatéria de forma reflexa e
nao consciente (Borovikova,lvanova,Nardi et al., 2000; Borovikova,lvanova,Zhang et
al., 2000; Tracey, 2002).

Em contrapartida, o sistema imune € capaz de se comunicar com 0 SNC
através de substancias produzidas durante processos imune/inflamatorios
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 proprios ou induzindo a producdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias pelas células da glia. Blalock et al., em 1985 ja haviam descrito que as
células do sistema imune eram capazes de sintetizar e secretar hormonios,
neurotransmissores e neuropeptidios, similares aos liberados pelo SNC, os quais
interagiam com receptores comuns presentes em células do SNC e Sl (Blalock,
1985; Blalock,Bost e Smith, 1985).

O ndcleo do SNC envolvido com a regulacdo do eixo HPA é o ndcleo
paraventricular (NPV) do hipotalamo, a principal fonte de CRH no SNC. Os
neurbnios hipofisarios do NPV projetam-se para a zona externa da eminéncia
mediana, liberando CRH dentro dos capilares do sistema porta hipofisario que
vascularizam a pituitaria anterior; o CRH liberado liga-se a receptores especificos
acoplados a proteina G presentes na superficie dos corticotrofos resultando, esse
fato, na estimulagéo da sintese de ACTH. Uma vez na circulacdo o ACTH ira induzir

a secrecdo de glicocorticéides pela zona fasciculada do cortex da adrenal (Elenkov
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et al., 2000). Esta secrecdo aumenta na vigéncia de estimulos estressores de
diferentes naturezas e ap0s a administracdo de analogos sintéticos de GC.

Os GC liberados pelo cortex da adrenal sdo compostos lipofilicos 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 glicocorticoides (GR) sao fatores de transcricao
que, uma vez ativados por ligantes, regulam positivamente ou negativamente a
expressdo de genes alvos (Ashwell,Lu e Vacchio, 2000; De Bosscher,Vanden
Berghe e Haegeman, 2000; 2003). A regulacao positiva freqientemente envolve a
ligacdo de homodimeros de GR para elementos de resposta a glicocorticoides
(GRESs) encontrados em sequiéncias promotoras de genes alvos de GC. A regulacao
negativa é independente de uma interacdo direta dos GR com o DNA, e € exercida
através de interferéncia ou reacdo cruzada com a atividade de outros reguladores
transcricionais. Dentre esses, destacam-se o, NFkB, AP-1 ou membros da familia de
STAT; que atuam por mecanismos de interacbes proteina-proteina, um evento
chamado transrepressdo, onde os GC sdo capazes de reprimir indiretamente a
ativacdo de genes (Drouin et al., 1993).

As acdes imunossupressoras e antiinflamatérias dos GC envolvem a inibi¢cao
da expressdo de genes para citocinas e suas ac¢des pleiotropicas sobre as células
alvo (Liberman,Refojo et al., 2007). De forma geral, a interface neuro-imuno-
enddcrina é mediada por citocinas que sdo substancias sintetizadas e secretadas
por diferentes tipos de células e que constituem um componente importante na
comunicacdo 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). Apos um desafio microbiano, por exemplo, um padrao particular de
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citocinas induzird macrofagos residentes a destruir e erradicar patdégenos do local da
infeccdo. Por outro lado, a resposta imune adaptativa ira atuar recrutando células T
helper (Th) direcionando-as para uma resposta imune celular (Th1) ou humoral (Th2)
(Romagnani, 1997; Glimcher e Murphy, 2000). Células Thl sdo associadas com a
sintese e secrecao de IL-2 e IFN-y (citocinas pro-inflamatodrias), ja as células Th2
sdo associadas com secrecdo de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (citocinas
antiinflamatorias). O microambiente gerado pela presenca de um padrdo
caracteristico de citocinas pode influenciar a geracéo e/ou diferenciacéo de subtipos
distintos de células dendriticas, as quais, mais tarde, iniciardo uma resposta imune
especifica contra o patégeno (Kovalovsky et al., 2000; Liberman,Refojo e Arzt, 2003;
Refojo et al., 2003).

E importante ressaltar que os genes envolvidos na inflamacdo e ativacéo
imune, tais como, aqueles de citocinas, de receptores para citocinas, de proteinas
guimioatraentes e de moléculas de adeséo sao 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 transcricdo € considerado
explicativo para as acdes imunossupressivas e antiinflamatodrias dos GC (Reichardt
et al.,, 2001). O NFkB esta presente na maioria das células do sistema imune,
incluindo-se aqui os neutrdfilos, onde regulam um grande repertdrio de genes de
citocinas inflamatérias. Assim, a inibicio do NFkB € importante para a acado
antiinflamatoria mediada pelos GR (Scheinman et al., 1995). De fato, os GC inibem a
producdo aguda de citocinas de perfil Thl e Th2 mas, em Ultima instancia, o que
fazem é favorecer uma mudancga para um padrdo de diferenciacdo de perfil Th2

(Liberman,Druker et al., 2007). Acredita-se que este desbalanco aconteca porque o0s
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GC ativam os GR que blogueiam a atividade transcricional de T-bet, o principal fator
de transcricdo envolvido na imunidade celular (Thl), pelo mecanismo de
transrepressao, descrito acima (Liberman,Refojo et al., 2007). Além disso, os GC
inibem 0 RNAm, a expressao de proteinas e a ativacéo transcricional de GATA-3, o
fator de transcricdo chave envolvido na resposta imune humoral (Th2). Esses efeitos
ocorrem através de uma inibicdo da fosforilacdo de GATA-3 via PKA/p38 MAPK
induzida por AMPc (Liberman et al., 2009). A maior sensibilidade de inibicdo de T-
bet com relacdo a GATA-3 ajuda a entender a indugéo do perfil Th-2 exercido pelos
GC, principalmente apds um estresse crénico ou tratamentos prolongados com GC
exégenos (Liberman et al., 2009).

Neste contexto e nos estagios iniciais de uma resposta imune, as ceélulas
naive seriam ativadas e se diferenciariam para fenotipos Thl ou Th2 conforme o
antigeno e o microambiente de citocinas; essa diferenciacdo seria suprimida na
presenca de GC, fato que seria consistente com sua agao imunossupressiva geral
(Arzt et al., 2000). Portanto, o resultado final de uma resposta adaptativa depende
da adequada integracdo de varias informacdes em nivel intracelular, isto €, das
diferenciadas interagdes moleculares entre citocinas e sinalizagéo por GR.

Do ponto de vista dos efeitos neuroimunes induzidos pela ativacdo do eixo
HPA frente a um estressor, diversos trabalhos ja demonstraram que substancias que
atuam no SNC tém 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 alteracdes de
comportamento e/ou alteragbes enddcrinas concomitantes com alteracdes

produzidas pelo farmaco em parametros relacionados a atividade do sistema imune.
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Em nosso grupo, Ligeiro-Oliveira et al, (2004) mostraram que ratos sensibilizados
com OVA (ovalbumina), uma proteina obtida da clara do ovo, e tratados com
anfetamina apresentaram uma diminui¢cdo na populacédo de leucdcitos no pulméo e
no sangue periférico e um aumento no nimero de células na medula 0ssea, em
decorréncia de uma ativacdo do eixo HPA com consequente liberacdo de
corticosterona (Ligeiro-Oliveira et al., 2004). De fato, o pré-tratamento dos animais
sensibilizados com metirapona, um farmaco inibidor da sintese de corticosterona,
reverteu parcialmente os efeitos induzidos pela anfetamina na migracédo de células
inflamatorias no modelo de inflamacéo alérgica pulmonar.

Em nosso trabalho desenvolvido durante o mestrado, mostramos que o
MDMA (3,4-metilenodioximetanfetamina), uma substancia classificada como
anfetamina alucindgena e popularmente conhecida como Ecstasy, foi capaz de
alterar diferentes parametros 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 aquela de um
estressor quimico, pois aumentou a atividade noradrenérgica no hipotalamo com
consequente aumento da liberagdo de corticosterona. Esses fatos, possivelmente,
provocaram a diminuicdo observada da atividade de neutréfilos, células
responsaveis pela primeira linha de defesa contra microorganismos. De fato, ndo
observamos efeitos diretos do farmaco sobre estas células em teste realizado in
vitro, quando incubadas com 667 ng/mL de MDMA, a mesma concentracdo de
MDMA encontrada no plasma dos animais 60 minutos ap0s a administracao 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 balanco de citocinas Th1/Th2, favorecendo uma mudanca para o perfil
Th2 (antiinflamatério) em diferentes modelos experimentais (Connor, 2004); estes
dados de literatura podem ser correlacionados com 0S nosSsos uma vez que
encontramos uma diminuicdo da atividade de neutréfilos estimulados in vitro.
Quando ativadas, estas células estdo envolvidas com a sintese e a liberacdo de
citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) que modulam, entre outros, os efeitos de linfécitos T e
B (Lloyd e Oppenheim, 1992) e a producéo e liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e nitrogénio. Desta forma, sabe-se que os neutrofilos possuem
duas funcdes relacionadas a resposta imune-inflamatéria: uma fungédo ligada a
fagocitose e a destruicdo dos patdgenos, e outra relacionada a liberagcdo de
citocinas imunomodulatérias que junto com os macréfagos criam um microambiente
favoravel para o desenvolvimento de uma adequada resposta imune adquirida.

No contexto da presente revisdo em que se analisaram as ac¢des dos GC
numa perspectiva neuroimune, faz-se necessario lembrar que um estimulo estressor
agudo induz grande, rapida e reversivel mudanca na distribuicdo de subpopulacdes
de leucécitos do sangue periférico de ratos, sendo a corticosterona 0 maior
mediador dessas mudancas, por atuar, principalmente, em receptores para
esterdides do tipo Il (Dhabhar et al.,, 1996). De fato, o nUmero e a propor¢cédo de
leucdcitos sanguineos representam uma importante caracteristica do estado de
ativacdo do sistema imune e do padrao de distribuicdo de células imunes no corpo.
Dados de literatura tomados em conjunto com os resultados obtidos em nosso
mestrado indicam que a redistribuicdo de células imunes afeta a capacidade de

resposta do sistema imune a um desafio potencial ou ja existente.
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Como salientamos anteriormente, diversos trabalhos ja demonstraram que
substancias que atuam no SNC possuem a capacidade de influenciar as respostas
imunes, sendo considerados estressores quimicos. De fato, a exposicado de animais
ao MDMA e seus analogos ativa o eixo HPA (Connor, 2004) e, consequientemente,
altera alguns parametros do sistema imune (Connor et al., 1998; Pacifici et al., 2002;
Connor, 2004). Estudos realizados por Connor et al.,, (1998), verificaram que a
administracdo de 20 mg/Kg, i.p. de MDMA em ratos reduziu a proliferacdo de
linfécitos e o numero total de leucdcitos circulantes estimulados in vitro por Con A;
estas alteracdes foram acompanhadas por um significante aumento da concentracéo
de corticosterona no plasma. Em 2000, Connor et al., mostraram que a
administracdo aguda de MDMA diminuiu significantemente a secrecéo de IL-1B e de
TNF-a induzida in vivo e in vitro pelo LPS, uma endotoxina da parede celular
bacteriana (Connor et al., 2000). A administracdo de 10,0 mg/kg de MDMA em ratos
também suprimiu o burst oxidativo de neutrofilos em resposta a fagocitose do
zymozan opsonizado (informac&o pessoal)".

Diferentes relatos mostraram a existéncia de correlagbes positivas entre o
abuso do Ecstasy e a incidéncia de doencas infecciosas (Zwick,Fischer e Flanagan,
2005). Estudos em modelos animais mostraram também que o MDMA induz
alteracdes 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 consequéncia da ativagdo de GR apos
interacdo com seu ligante, a corticosterona, que assim induziria seus efeitos
imunossupressores. Neste sentido, um dos objetivos desse nosso trabalho de

doutorado é determinar se 0 antagonismo farmacologico dos receptores de

! CONNOR, T.J. Methylenodioxymethamphetamine (MDME&%TASY) suppresses zymosan-induced
oxidative burst in neutrophils. Mensagem recebiolavivi_ferraz@terra.com.br em 08 agosto, 2006.
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glicocorticéides ou a inibicAo farmacologica da sintese de corticosterona
modificariam os efeitos imunossupressores do MDMA sobre a atividade de
neutrofilos e sobre as alteragcbes na redistruicdo de leucdcitos nos diferentes
compartimentos organicos.

Todavia, ndo se pode descartar a participacdo do SNS na diminuicdo da
atividade de neutréfilos e na alteracdo da distribuicdo de células imunes entre
sangue, baco e medula 0ssea induzidas pelo MDMA como observado em nosso
trabalho de mestrado. Neste sentido, outro objetivo desse trabalho de doutorado é
determinar se o antagonismo farmacolégico dos receptores adrenérgicos ou a
inibicdo farmacologica da liberacdo de noradrenalina previnem estes efeitos do
MDMA.

Neste contexto, parece-nos relevante discorrer agora sobre a segunda via
mais relevante de comunicacdo entre o SNC e o Sl, o SNS. No entanto, segundo
Del Rey & Besedovsky, 2008, ndo podemos nos esquecer nunca que as atividades
do eixo HPA e do SNS estédo profundamente interconectadas, e também, que o SNS
embora chamado “autbnomo” € controlado pelo SNC. Assim, ndo € possivel
compreender as acdes desses sistemas quando tomados isoladamente do resto do
corpo (Del Rey e Besedovsky, 2008).

O SNS é um neuromodulador chave das funcdes cardiovasculares,
metabdlicas e imunes em resposta ao estresse (Stoddard et al.,, 1986b; a).
Apresenta um papel importante na manutencdo da homeostase durante mudancas
agudas ou cronicas no estado fisiologico, estas alteracées observadas em condi¢cdes
normais ou patofisiolégicas, ao longo da vida, incluem a regulacdo da homeostase
do sistema imune (Elenkov et al., 2000). O mensageiro quimico do SNS, a

noradrenalina (NA), foi originalmente caracterizado pela sua contribuicéo relevante
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na resposta organica de “luta ou fuga’. Hoje, sabemos que a NA também atua em
células imunes. Nos ultimos 30 anos as catecolaminas, adrenalina (A) e NA, tém
sido descritas na literatura como importantes imunomoduladores apds exposicao a
um estimulo estressor; por atuarem em adrenoceptores o e B (Kohm e Sanders,
2000; Nance e Sanders, 2007), induzem aumento ou supressdo da atividade de
células imunes, incluindo-se aqui proliferagdo celular, producdo de citocinas e de
anticorpos, atividade litica e migracdo 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 ativagcdo do SNS em resposta a um estimulo estressor resulta em liberagéo
de catecolaminas da medula da glandula adrenal e dos terminais de inervagdes
simpéticas. Nos anos 80, Felten e colaboradores fizeram a primeira descricdo da
inervacdo catecolaminérgica em orgdos linfoides como o timo e o baco de
camundongos; mais tarde, suas analises mostraram que as inervacdes simpaticas
também estavam presentes nos linfonodos, na medula 6ssea e no intestino. Mais
que isso, eles descreveram as inervacdes catecolaminérgicas localizadas em
justaposicdo com células ligadas a imunidade inata e adquirida, formando
verdadeiras conexdes “sinapticas” com leucadcitos individuais (Felten et al., 1987).

As catecolaminas estimulam, com afinidades diferentes, os receptores a e 3
adrenérgicos presentes na superficie de células imunes (Sanders et al., 1997). Estas
interagbes resultam, de forma geral, em uma inibicdo da atividade de células
associadas com a imunidade inata, tais como, de macréfagos, neutréfilos ou células
NK; produzem, ainda, aumento ou inibicdo da atividade de células associadas com a
imunidade adquirida, sendo que a direcao do efeito depende do tempo de interacao

com o antigeno e do estado de ativagdo das células Thl (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 nivel de atividade das células imunes, através de alteracdes nos niveis
de expressao de genes para anticorpos e citocinas. De fato, foi possivel observar
gue em cultura de linfécitos a NA diminuiu a producéo das citocinas pro-inflamatorias
TNFa, IFNy, IL-2 e IL-12 (Ramer-Quinn et al., 2000) e, também, que estes efeitos
de transcricAo NFkB, via receptor B2 adrenérgico (Farmer e Pugin, 2000).
Entretanto, pesquisadores do grupo liderado por Virginia Sanders demonstraram que
a NA foi capaz de promover a diferenciacédo de células T CD4+ naive em células Thl
efetoras, produtoras de IFNy, mediadas por IL-12 (Kohm e Sanders, 2000).

Com algumas excecodes, 0 SNS tem sido frequentemente considerado como
um sistema que exerce principalmente efeitos imunossupressores. Neste sentido,
muitos trabalhos de literatura tém descrito resultados contraditorios, nao
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 inUmeras variaveis, como: o tipo de
receptor adrenérgico envolvido, a dose de agonista empregada, o tipo de antigeno
para iniciar a resposta imune e 0s subtipos de células afetadas (Del Rey e
Besedovsky, 2008). Por exemplo, mostrou-se que células B expressam duas vezes
mais receptores B2 adrenérgicos do que as células T CD4+ ; receptores B2
adrenérgicos estdo presentes em quase todas as células do sistema imune,
inclusive nos neutréfilos, com excecdo dos clones tipo Th2. J& os receptores o2
adrenérgicos somente sdo expressos em linfécitos T e B, durante estados
especificos de doencas (De Blasi,Parruti e Sallese, 1995). Assim, por exemplo, ja

foram observadas mudancas na expressao de receptores adrenérgicos em linfécitos
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em casos de doencas auto-imunes de humanos. Heijnen et al, 1996 identificaram
receptores al adrenérgicos em linfocitos do sangue periférico de criancas com uma
forma severa de artrite reumatoide juvenil (Heijnen et al., 1996). Entretanto, o
mecanismo responsavel pela expressao diferencial de receptores adrenérgicos em
células imunes é também desconhecido. De fato, mostrou-se que varias citocinas e,
entre elas, o TNF-qa, influenciam a expressdo e a sinalizacdo de subtipos de
receptores adrenérgicos em células ndo imunes (Hadri et al., 1997); desta forma,
especula-se que o microambiente de citocinas necessario para dirigir uma
diferenciacédo de células em um perfil Thl ou Th2, influenciaria também os niveis de
expressao de receptores adrenérgicos em células do sistema imune.

Sabe-se que os receptores adrenérgicos estdo acoplados a proteina G que,
apos estimulacdo pela NA, induzem um acumulo intracelular de AMPc e,
consequentemente, uma ativagao da PKA (Bylund et al., 1994). Outros estudos tém
revelado que a estimulacdo dos receptores 2 adrenérgicos também ativam
mediadores de sinalizacao intracelular, tais como, PLC, PI-3K, PKC, Btk e MAPK;
estes sinalizadores sdo também ativados por receptores relacionados as células
imunes como, receptores de citocinas, receptores de células B (BCRs) e CD40
(Kohm e Sanders, 2000). Neste sentido, alguns estudos tém demonstrado que a
estimulacdo simultanea de receptores adrenérgicos e receptores de células T (TCR)
afetam vias de sinalizacao 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 farmacolégico da inervacdo simpéatica em camundongos prolonga
a sobrevida destes animais quando infectados com Staphylococcus aureus; porém,

0 tratamento com agonistas adrenérgicos aumenta a mortalidade durante infec¢des
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com bactérias gram-negativas. Rice et al, 2002, demonstraram que a simpatectomia
quimica por 6- hidroxidopamina (6-OHDA), uma substancia que destroi terminacdes
nervosas noradrenérgicas, aumentou a porcentagem de neutréfilos no baco e o
namero de macréfagos peritoneais em camundongos (Rice et al., 2002b; a). Rice et
al. 2001, mostraram que a administracdo de 6-OHDA em camundongos infectados
com Listeria monocytogenes diminuiu o numero de unidades formadoras de colénias
(CFU), aumentou o numero de neutrofilos durante a resposta inata e diminuiu o
namero de linfocitos do baco e a secrecdo de IL-2 e IFNy por estas células
induzindo, uma diminui¢cdo da resposta imune adquirida para a infeccdo (Rice et al.,
2001).

O microambiente de diferentes mediadores em 6rgéos linféides como o baco,
tem um papel importante nas inter-relacbes neuroimunes. Citocinas e
neurotransmissores liberados de células imunes, exercem efeitos sobre terminais
nervosos em um mecanismo de feedback, determinando uma regulagéo reciproca
entre resposta do Sl e do SNS. Neste sentido, estudos mostraram que as citocinas
produzidas por macréfagos e linfocitos como IL-1, IL-2, IL-6 e TNFa (Straub et al.,
1996; Straub,Linde et al., 2000) podem inibir a liberacdo de NA de terminais preé-
sinapticos. Entretanto, outros mediadores como o0 neuropeptidio Y (NPY)
(Straub,Schaller et al., 2000), os opibéides enddgenos, a B-endorfina, o ATP e a
adenosina (Straub et al., 1997; Straub et al., 1998; Straub et al., 2002), estdo
envolvidos na fina regulacdo da funcdo das células imunes; o envolvimento destes
neurotransmissores, que nao serdo abordados nesta revisdo, reflete a complexidade
das vias de interconexdes neuroimunes.

Diante de tudo quanto exposto, ha solidas evidéncias que suportam a

hipétese de haver uma comunicacdo direta e bidirecional entre os sistemas
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neuroendocrino e imune e, também de que substancias que atuem no SNC por
serem estressores quimicos tenham a capacidade de influenciar as respostas
imunes. Portanto sendo o MDMA uma droga de relevancia toxicolégica e social, que
tem (1) envolvimento com a atividade do sistema nervoso central e com a imunidade
e (2) apresentado correlacbes positivas com incidéncia de infeccdes em seus
usuarios, pareceu-nos relevante buscar pelos mecanismos neuroimunomodulatérios
envolvidos com o0s eventos por nos observados e relacionados a atividade de
neutrofilos e redistribuicdo de células imunes pelos compartimentos organicos.
Pareceu-nos também importante avaliar se estas alteracdes representariam um
efeito imunossupressor, utilizando, para tal, um modelo de infeccdo experimental por

Listeria monocytogenes.

2.2 Neutrofilos

O sistema imune inato é formado por varios tipos celulares, como por
exemplo, mondcitos, macrofagos, mastocitos, células NK, células dendriticas e
neutrofilos, assim como por varios mediadores sollveis 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
xenobiéticos (Macedo et al., 2007; Kumar e Sharma, 2010; Hebeda,Bolonheis et al.,
2011; Hebeda,Pinedo et al., 2011; Ribeiro et al., 2011). Os neutrofilos foram
descobertos pelo ganhador do prémio Nobel de 1908, Ellie Metchnikoff, considerado
o pai da imunidade inata celular (Kaufmann, 2008). Desde sua descoberta os
neutrofilos sdo considerados células fagociticas profissionais e representam a
primeira linha de defesa do sistema imune inato contra doencas infecciosas. Eles

correspondem a aproximadamente metade dos leucdcitos circulantes em muitas
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espécies animais e sao diferenciados de outros polimorfonucleares por
apresentarem nucleos multilobulados e granulos citoplasmaticos distintos. Estes
incluem granulos primarios ou azurofilos, que contém mieloperoxidase (MPO);
granulos secundarios ou especificos que ndao contém MPO; e granulos terciarios, 0s
quais contém enzimas, proteinas e glicosaminoglicanos que se acredita participem
de muitas das funcbes desta célula (Bainton e Farquhar, 1968b; a).

Os neutréfilos sdo gerados em grande quantidade na medula 6ssea, 1- 2x10*
células por dia em um humano adulto normal, a partir de células tronco mieldides
que se proliferam e diferenciam em neutrofilos maduros contendo um arsenal de
granulos (Borregaard, 2010). O fator estimulante de colénia de granulécitos (G-CSF)
€ essencial para a producéo de neutrofilos, principalmente durante infeccbes quando
ha necessidade de aumento de neutrdfilos circulantes, e essa producéo 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 neutréfilos na medula
0ssea durante o estagio de maturacao, e é a delecdo deste receptor que promove a
saida dos neutroéfilos da medula éssea para a circulacao sem afetar o tempo de vida
dos neutrdfilos circulantes (Lapidot e Kollet, 2002).

Os neutrdfilos, juntamente com os macréfagos, exercem um papel importante
na defesa organica contra microorganismos, sendo que a migracdo desta célula
dentro dos tecidos é considerada como crucial e de grande importancia para a
manutencdo da homeostase (Lehrer et al., 1988), como evidenciado em pacientes
gue possuem uma deficiéncia na adesdo de leucécitos, apresentando recorrentes
infeccbes bacterianas e menor expectativa de vida (Anderson e Springer, 1987),
devido a uma resposta inflamatoria inapropriada para a injaria ou infecgdo. Os

neutréfilos sdo recrutados rapidamente do sangue circulante para locais de dano
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tecidual, por uma cascata de eventos. Para alcancarem o local de entrada do
microorganismo os neutréfilos necessitam atravessar a parede vascular (Farsky et
al., 2004; Woodfin,Voisin e Nourshargh, 2010); desta forma, as células endoteliais
dos vasos sanguineos sao ativadas por estimulos infalamatérios como, TNFa, IL-13
e IL-17 e passam a expressar selectinas (P-selectina, E-selectina) e integrinas
(ICAM e VCAM) na superficie luminal dos vasos, que se ligam em seus receptores
expressos constutivamente na membrana de neutréfilos (P-selectina ligante 1, E-
selectina ligante 1 e L-selectina) promovendo o rolamento e o primeiro contato dos
neutréfilos 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 ativacdo de vias de sinalizacdo nos
neutrofilos que regulam uma forte adeséao entre as moléculas de adeséo expressas
nos neutroéfilos (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
transmigracdo destas células até o foco inflamatorio (Bunting et al., 2002). Além
disso, a células endoteliais ativadas produzem IL-8 e MIP-2 que ativam o0s
neutréfilos (Borregaard, 2010) aumentando a capacidade de espraiamento e
fagocitose destas células, passando estes a serem denominados de neutrdéfilos
ativados (Adams e Hamilton, 1984; Farsky e Mello, 1995).

Neste estado de ativagdo, os neutrofilos sdo capazes de fagocitar e eliminar
microorganismos através da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e
nitrogénio e através da liberacdo de proteinas antibacterianas, proteases e outras
moléculas com potente atividade antimicrobiana (Witko-Sarsat et al., 2000). E de
amplo conhecimento que os neutréfilos ativados produzem EROs como peroxido de

hidrogénio, radical hidroxila, anion superoxido e o oxigénio singlet (Weiss et al.,
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1981), que resultam de uma sequéncia de reacdes bioquimicas de alto consumo de
oxigénio conhecidas como burst oxidativo. Esse mecanismo € importante para a
intensificacdo das atividades microbicida, ou como mediadores da inflamacéo e da
leséo tecidual. Deste modo, o peroxido de hidrogénio € conhecido por ser o principal
componente do aparato microbicida de fagdcitos (Witko-Sarsat et al., 2000; Alves et
al., 2006; De Paula et al., 2009). Assim, a mensuracdo da liberacdo de perdxido de
hidrogénio tem sido considerada como um relevante parametro de avaliacdo de
ativacdo destas células (Root et al., 1975; Palermo Neto,Massoco e Favare, 2001;
Massoco e Palermo-Neto, 2003). O anion superoxido produzido sob estimulo de
neutrofilos é rapidamente convertido em peréxido de hidrogénio e radical hidroxila,
que contribuem para a atividade microbicida desta célula, seja dentro do
fagolisossomo seja no meio extracelular. A quantidade de perdxido de hidrogénio
produzida no fagolisossomo de neutrofilos ndo € suficiente para eliminar totalmente
as bactérias e outros microrganismos (Allen, 1982). Contudo, a enzima MPO
produzida nos granulos azurofilicos quando combinada com o peréxido de
hidrogénio gera hipoclorito que apresenta uma atividade antimicrobiana mais eficaz
contra bactérias, fungos e parasitas quando comparada & agédo dos radicais livres
sozinhos (Oda et al., 1995). E importante salientar que para proteger-se das agdes
das EROs o0s neutréfilos produzem enzimas antioxidantes como superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Pereira et al., 1995).

Embora os neutrdéfilos tenham uma vida curta de 8 a 20 horas, a exposicao
destas células a mediadores inflamatérios presentes no meio extracelular como
citocinas (IFN-y, GM-CSF, G,-CSF, TNF-a) 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 neutréfilos apresentem uma sofisticada e
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prolongada funcdo regulatoria. Além disso, o0s neutrdfilos estimulados estdo
envolvidos com a sintese e a liberacdo de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) e
guimiocinas, em gquantidades menores do que as produzidas por macréfagos,
monaocitos e células dendriticas; mas certamente sdo uma fonte importante de
citocinas em tecidos inflamados (Cassatella, 1999; Yin e Ferguson, 2009), uma vez
gue os neutréfilos representam o principal tipo celular presente num infiltrado
inflamato6rio agudo. Neste sentido, ndo nos causa surpresa observar que diversas
outras funcdes além de fagocitose e morte de patdgenos, sdo correntemente
atribuidas aos neutrofilos. De fato, a IL-1 produzida por neutréfilos pode servir para
inimeras func¢des incluindo-se entre elas a estimulacdo da sintese e liberacdo de
proteinas de fase aguda, o aumento da ativacdo de células T e B e a indugéo de
outras citocinas regulatorias como IL-6, IL-8 e GM-CSF (fator estimulante de coldnia
de granuldcito e macréfago) (Dinarello, 1991). A producédo de TNF-a e de IL-1 pelos
neutrofilos pode ter funcdes regulatorias, principalmente na formacdo do edema
inflamatorio, devido ao aumento da permeabilidade vascular induzido por essas
citocinas (Abe et al., 1990). Além disso, foi demonstrado que sob certas condi¢cdes
inflamatodrias neutrofilos humanos (Iking-Konert et al., 2005) e murinos (Oehler et al.,
1998) expressam moléculas de MHC classe Il (Culshaw et al., 2008) e moléculas co-
estimulatérias CD80 e CD86, caracteristicas de células apresentadoras de antigenos
profissionais e sdo capazes de induzir proliferacdo de células Thl e Thl7 (Abi
Abdallah et al., 2011).

A funcdo dos macrofagos e neutrofilos é sabidamente regulada pela atividade
do eixo HPA, tendo este fato recebido consideravel atencdo (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 funcdo dos fagocitos através da
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producdo de uma cascata de hormoénios em resposta a uma variedade de estimulos,
dentre os quais os estimulos estressantes, que resultam, entre outros efeitos, em um
aumento da producdo de GC pelas adrenais, como descrito anteriormente. Esta
resposta fisioldgica ao estresse, no entanto, é mediada também pelo SNAS
(Ader,Grota e Cohen, 1991; Alves et al., 2006). De fato, a ativagdo do SNAS resulta
na liberacdo de adrenalina pela medula da adrenal e de noradrenalina pelas
terminacbes nervosas do SNAS em orgaos linféides primarios e secundarios
alterando-se desta forma a capacidade funcional de macréfagos e neutrofilos, que
apresentam receptores [-adrenérgicos (Madden,Sanders e Felten, 1995; Kohm e
Sanders, 2000).

Portanto, diante da importancia da atividade dos neutrofilos na resposta
imune inata, do envolvimento do MDMA com a atividade do SNC e dos neutrofilos,
pareceu-nos relevante abordar de forma mais aprofundada, aspectos
neuroimunolégicos do MDMA envolvidos na diminuigdo da atividade neutrofilos e na

resisténcia a um modelo de infec¢ao experimental.

2.3 Modelo de infeccao experimental por  Listeria monocytogenes

Os primeiros indicios da existéncia da Listeria monocytogenes sdo muito
pobres e antigos. O primeiro relato conhecido € de 1926, quando foi identificado em
Cambrigde no Reino Unido, uma bactéria gram-positiva como sendo a causadora de
uma doenca letal em uma colonia de coelhos que desenvolveram monocitose,
ficando a bactéria conhecida como Bacterium monocytogenes. Na mesma época, ha
Africa do Sul, descreveram uma bactéria gram-positiva como causadora de uma
doenca letal em gerbil selvagem, que apresentaram uma infeccdo hepatica

necrosante; em homenagem a um cirurgido britdnico chamado Joseph Lister, o
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microorganismo foi denominado Listeria hepatolitica (Pamer, 2004). Posteriormente,
foi descoberto que os dois microorganismos descritos anteriormente eram idénticos
e finalmente o denominaram Listeria monocytogenes (Cossart, 2007).

A Listeria monocytogenes (LM) € uma bactéria gram-positiva, de replicacao
intracelular, que esta presente no solo e na agua, e pode ser encontrada de forma
assintomatica no trato gastrointestinal de animais e do homem (Gellin e Broome,
1989). A infeccdo por LM ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados como
laticinios ndo pasteurizados ou carnes mal cozidas (Cossart e Toledo-Arana, 2008).
Os primeiros surtos de infeccdo humana com LM através de alimentos contaminados
aconteceram na década de 80, tornando esta bactéria um dos mais importantes
patdgenos da época (Ramaswamy et al.,, 2007). A incidéncia de listeriose em
individuos imunocompetentes € menos frequente, podendo causar sintomas de gripe
e efeitos gastrintestinais brandos, tais como vOmitos e diarréias. Entretanto, em
individuos imunocomprometidos pode causar infecgdes 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 sao particularmente vulneraveis a infeccdo por LM, pois podem
desenvolver coroamnionite e infecgao do feto causando aborto (Bakardjiev, Theriot e
Portnoy, 2006; Cossart, 2007). Desta forma, a bactéria é capaz de atravessar as trés
barreiras do hospedeiro: a barreira intestinal, a barreira hematoencefalica e a
barreira materno-fetal.

O modelo experimental de listeriose murina foi desenvolvido por Mackaness
(1962), e é considerado altamente reprodutivel, tendo sido extensamente utilizado
por imunologistas e microbiologistas por se tratar de um modelo muito bem

caracterizado e facil para se estudar os mecanismos celulares envolvidos na defesa
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do organismo. O processo envolvido na resisténcia a esta bactéria € caracterizado
inicialmente pela imunidade inata do hospedeiro, com a participacdo de macréfagos
residentes do figado (células de Kupffer), neutréfilos e células natural killers (NK),
bem como a producédo de IFN-y e TNF-a, que sdo essenciais para a ativacao da
resposta necessaria ao controle da replicacdo bacteriana (Pamer, 2004), seguida
por uma resposta especifica, garantindo a erradicacdo do patégeno (Pamer, 2004;
Zenewicz e Shen, 2007).

A via natural de infeccdo por LM é o trato gastrointestinal. A LM invade o
organismo apos infectar células epiteliais intestinais, através de um processo que
requer a interagdo entre a internalina A, expressa na superficie bacteriana, com a
caderina epitelial (E-caderina), expressa na superficie de células epiteliais (Gaillard
et al., 1991). A bactéria atravessa a barreira intestinal e se dissemina pela corrente
sanguinea atingindo 6rgdos alvo, como figado e baco, onde séo fagocitadas pelos
macrofagos residentes (Lecuit et al., 2001). No figado, a LM invade os hepatécitos
através da expressao de uma outra proteina de superficie, a internalina B, que se
liga aos receptores gC1lqR/p32 e Met/HGFR, que sdo receptores de fatores de
crescimento presentes nos hepatécitos (Shen et al., 2000; Cossart e Toledo-Arana,
2008). Apds a invasao celular, a LM fica aprisionada em um vacuolo e secreta um
fator de viruléncia chamado listeriolisina-O (LLO), que destréi a membrana
fagossomal facilitando o escape dos fagossomas para o citoplasma apés 30 minutos
da invasdo (Cossart e Toledo-Arana, 2008). Livre no citosol, da-se inicio sua
replicacdo e recrutamento de actina A (ActA), uma proteina de superficie que
confere mobilidade a LM e promove a consequente migracdo da bactéria para as
células adjacentes dando inicio a uma resposta inflamatéria inata (Bielecki et al.,

1990). A mobilidade da LM no citosol da célula hospedeira, promovida pelos
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polimeros de ActA, permite a propulsdo da bactéria através do citoplasma até
alcancar células vizinhas (Domann et al., 1992; Kocks et al., 1992) e contribui para a
viruléncia da LM; uma vez que bactérias deficientes em Act-A sdo altamente
atenuadas, apesar de induzirem resposta imune inata e resposta adaptativa
mediada por células T (Goossens e Milon, 1992). Apesar da via natural de infeccao
por LM ser a ingestdo por via oral e consequente transporte através da barreira
intestinal, a maioria dos estudos em laboratorio séo caracterizados pela inducdo da
resposta imune iniciada pela infeccdo sistémica apés inoculacdo de LM pela via
intravenosa ou intraperitoneal.

ApoOs a inoculacdo da LM, 60% das bactérias chegam ao figado em apenas
10 minutos e os hepatocitos sédo o principal local de replicacédo (Mackaness, 1962;
Gregory,Sagnimeni e Wing, 1996), sendo que mais de 90% dos hepatdcitos séo
invadidos por LM até 6 horas apés a infeccdo, mantendo-se assim por até 4 dias;
declinado-se progressivamente com o0 aparecimento de uma resposta imune
especifica (Gregory,Barczynski e Wing, 1992). Mdltiplos componentes da resposta
imune estdo envolvidos na protecdo contra a infecgdo por LM e a resposta imune
inata é rapidamente iniciada e essencial para a sobrevivéncia do hospedeiro
infectado, pois controla a replicacéo do patdgeno nos 2-3 primeiros dias da infeccao,
impedindo seu crescimento (Gregory,Barczynski e Wing, 1992), o que previne a
sepse e contribui para a eliminagdo do patégeno através de uma resposta imune
especificia mediada por células T.

Em camundongos, os neutrdfilos representam aproximadamente 15% dos
leucécitos circulantes e 1-2% das células ndo parenquimais no figado. Durante
infecgbes bacterianas, o efluxo de neutréfilos da medula 6ssea para a corrente

sanguinea e figado aumenta, sendo que 2 horas apos a infec¢do, 30-50% dos
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leucdcitos circulantes e 20-45% das células né&o parenquimais do figado séo
neutrofilos. Os neutrdéfilos séo os primeiros tipos celulares a migrarem para o sitio da
infeccdo, através da sinalizacdo de quiomiocinas e expressdo de moléculas de
adesao que os atraem e retém no sitio da infeccédo (Drevets, 1997). A correlacéo
entre a magnitude de infiltrado de neutrdfilos e o declinio de LM no figado no estagio
inicial da infeccao suportam o papel dos neutréfilos na resposta efetora contra a LM
extracelular; uma vez que na auséncia de infiltrado neutrofilico o nimero de LM
extracelular € maior (Cousens e Wing, 2000). Os neutrdfilos contribuem para a
resisténcia anti-bacteriana por secretar citocinas que suprimem a replicacdo da LM
dentro dos hepatdcitos, por estimular apoptose dos hepatécitos e por promover a
lise de células infectadas impedindo a disseminacdo da bactéria no figado (Edelson
e Unanue, 2000). A destruicdo dos hepatocitos infectados permite a exposicdo da
LM para o meio extracelular tornando-a susceptivel ao ataque de neutrofilos e
macréfagos (Unanue, 1997). Além dos neutrdéfilos representarem a principal célula
efetora na fase inicial da infecgcdo por LM eles também sao fonte de IL-12, que
estimula as células NK a produzirem e secretarem IFN-y, sendo essencial para a
eliminacdo da LM, acdo esta resultante da polarizacdo do sistema imune para uma
resposta adaptativa do tipo Thl (Emoto et al., 2003). As células de Kupffer também
produzem citocinas proé-inflamatérias como IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a e fator
estimulador de colonias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF), estimulando
células NK a secretarem IFN-y e desenvolverem atividade citotoxica contra as
células infectadas (Braun e Cossart, 2000; Cossart e Bierne, 2001; Carryn et al.,
2004).

O papel importante da imunidade inata na sobrevivéncia do hospedeiro

infectado por LM ja foi demonstrado em estudos utilizando camundongos knockout



46

para IFN-y (Buchmeier e Schreiber, 1985; Harty e Bevan, 1995) e TNF-a (Havell,
1989) ou para os receptores destas citocinas (Pfeffer et al., 1993; Rothe et al.,
1993), que rapidamente sucumbiram a infeccdo . Além disso, foi demonstrado que
camundongos SCID (Bancroft,Schreiber e Unanue, 1991) e NUDE (Nickol e
Bonventre, 1977) foram resistentes nos estagios iniciais da doenga, mas nao
eliminaram a bactéria pela falha de imunidade celular e humoral caracteristica
destes camundongos. Neutrofilos e macrofagos sdo considerados os principais
mediadores celulares na destruicdo da LM (Rogers e Unanue, 1993; Conlan e North,
1994), e a deplecdo de granulécitos utilizando anticorpos especificos anti-GR1
(Czuprynski et al., 1994) aumenta substancialmente a susceptibilidade a infeccao
por LM . Embora os mecanismos envolvidos na destruicdo bacteriana pelo
recrutamento de granuldcitos ou mondécitos ainda ndo estejam completamente
definidos, o burst oxidativo e a producdo de oxido nitrico (NO) pareceu contribuir
para a clearance da LM in vivo; de fato, segundo Shiloh, et al. (1999) camundongos
deficientes em NO sintase induzivel (iINOS) apresentam uma diminuicdo na
resisténcia a infeccao por LM.

Altas concentracbes de IFN-y promovem a ativacdo de macrofagos
aumentando suas propriedades antimicrobianas e uma maior expressdo das
moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC). Isto induz a apresentacao
de antigenos as células T, as quais promovem uma resposta imune especifica e
relevante para eliminar a infeccdo (Pamer, 2004; Zenewicz e Shen, 2007). Os
primeiros eventos sao essenciais para a sobrevivéncia de um organismo infectado
porque na sua auséncia, o crescimento bacteriano acontece de forma muito rdpida;
por exemplo, camundongos em que estes eventos ndo 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 estagios iniciais da infeccdo envolvendo neutrdéfilos, macrofagos e células
NK ndo é suficiente para eliminar a infec¢éo per se, sendo necesséria a participacdo
dos linfécitos T auxiliares (CD4+) e T citotdéxicos (CD8+) (Lara-Tejero e Pamer,
2004). Embora as células Tyd controlem a resposta inflamatoéria na infeccéo por LM
(Egan e Carding, 2000), as células T a3 apresentam papel principal no clearance
bacteriano e na imunidade protetora a longo prazo. Entre as células T af, as células
T citotéxicas sdo 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 funcao através de dois
mecanismos sinérgicos: (1) liberacdo das enzimas perforina e granzima contra a
célula alvo, e (2) secrecdo de IFN-y para a ativacdo de macréfagos (Unanue, 1996;
1997; Edelson e Unanue, 2000). As células T auxiliares em um microambiente de IL-
12 secretada por macrofagos e IFN-y secretado pelas células NK podem diferenciar-
se em células Thl (Guleria e Pollard, 2001) que sintetizam mais IFN-y, amplificando
a resposta dos macrofagos (North,Dunn e Conlan, 1997). As citocinas IL-4
(lizawa,Brown e Czuprynski, 1992) e IL-10 (Flesch e Kaufmann, 1994; Biswas et al.,
2007) apresentam um papel supressor nos estagios iniciais da listeriose. A
administracdo do anticorpo monoclonal anti-IL-4 antes da infeccdo com LM produz
aumento da resisténcia dos animais (Haak-Frendscho et al., 1992). Em relagédo a
citocina IL-10, estudos tém demonstrado que o tratamento com IL-10 desativa a
funcdo fagocitica e inibe células T citotoxicas, desencadeando a disseminacdo da
infeccio e morte do animal, por inducdo do perfil antiinflamatério Th2

(Carrero,Calderon e Unanue, 2006; Biswas et al., 2007).
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Desta forma, considerando que o estudo da resisténcia do hospedeiro a
infeccdo por LM constitui um modelo bastante apropriado para a investigacdo de
mecanismos envolvidos na defesa do organismo contra este patdgeno, decidimos
investigar se os efeitos causados pelo MDMA, diminuicdo da atividade de neutroéfilos
e alteragcbes na distribuicAo de leucocitos, provocariam uma diminuicdo da
resisténcia organica de camundongos a uma infeccdo experimental por Listeria

monocytogenes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar 0s mecanismos neuroimunes através dos quais a 34
metilenodioximetanfetamina (MDMA ou Ecstasy) produz diminuicdo da atividade de
neutrofilos e alteracdes na distribuicdo de leucécitos bem como o possivel
envolvimento desses processos com a diminuicdo da resisténcia organica a uma

infeccdo experimental por Listeria monocytogenes em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar a participacédo 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 neutrofilos sanguineos;

* 0 peso relativo do baco, contagem total e diferencial de leucécitos sanguineos e

contagem de celularidade total do baco e da medula 6ssea.

3.2.2 Avaliar os efeitos induzidos pelo tratamento agudo com MDMA
(10,0mg/kg) sobre:
 a ativacdo do SNS através de dosagens de noradrenalina e adrenalina
plasmaticas;
* a ativacao do fator de transcricdo NFKB em neutrdfilos ciculantes;
* 0 crescimento de progenitores hematopoéticos de granuldcitos e macréfagos

(CFU-GM) na medula 6ssea e no baco de animais infectados com LM,;
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* a presencga de atividade estimuladora de colonias (CSA) no soro de animais

infectados com LM;

e a contagem de leucdcitos do sangue e celularidade total da medula éssea e

do baco de animais infectados com LM,;
* a dosagem de citocinas (TNF-q, IL-6, IFN-y, IL-12p70 e IL-10) e quimiocinas

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

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Neuroimunomodulacdo do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ-USP) e os
experimentos de infeccdo com LM foram realizados no laboratério 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 laboratorio do Comité de Etica
da FMVZ — USP (Protocolo n°® 1224/2007).

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram alojados por um periodo
minimo de 7 dias, em gaiolas de propileno (28 x 17 x 12cm) e em numero de no
méaximo 5 animais por gaiola para adaptacdo as condi¢des do biotério experimental.
Estas gaiolas foram devidamente acondicionadas em salas cuja temperatura
ambiente (24 a 26C) e umidade (65 a 70%) foram man tidas constantes por meio de
aparelhos de ar condicionado central, com ventilacdo, exaustdo e luminosidade
controladas, obedecendo-se a um ciclo claro — escuro de 12 horas, com inicio da
fase clara as 7:00 horas. Os animais foram alimentados com racdo balanceada para
roedores NUVILAB®. Racéo e agua foram fornecidas aos animais ad libitum durante
todos os experimentos. Apés um periodo de adaptacdo de no minimo 7 dias, foram

realizados os experimentos descritos abaixo.
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4.2 Farmacos, reagentes, corantes e substancias bio  ldgicas:

MDMA - Foi extraido e purificado de comprimidos apreendidos pelo
Departamento de Investigacdes sobre Narcoticos (DENARC) da Policia Civil apos
autorizacéo judicial, no laboratorio de Andlises Toxicoldgicas, do Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (FCF — USP), com grau de pureza de 99%.0 MDMA foi

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

RU-486 (Mifepristone) (Sigma“”, St Louis, MO, USA) — antagonista dos

receptores de glicocorticoides que foi diluido em PEG 400 (polietilenoglicol).

Metirapona (Sigma-Aldrich”, St Louis, MO, USA) — bloqueador da sintese de

corticosterona diluido em solu¢do de NaCl 0,9%.

Propranolol  (Sigma"”, St Louis, MO, USA) — antagonista B-adrenérgico n&o

seletivo que foi diluido em solucdo de NaCl 0,9%.

ICI-118,551 (Tocris”, Ellisville, MO, USA) — antagonista seletivo B2-adrenérgico

que foi diluido em solug&o de NaCl 0,9%.

6-OHDA (2,4,5 trihydroxyphenethylamine)  (Sigma“, St Louis, MO, USA) —
neurotoxina que degenera os terminais noradrenérgicos, “depletando” os niveis de

noradrenalina, que foi diluida em solucdo de NaCl 0,9% e acido ascorbico 0,01%.

LPS (lipopolissarideo - sorotipo 055:B5)  (Sigma-Aldrich”, St Louis, MO, USA)
— diluido em RPMI1640 na concentracao de 100 ug/mL para estimular a expressao

de NFkB em neutrofilos sanguineos.

Listeria monocytogenes — foi obtida do Laboratorio de Microbiologia

(Departamento de Patologia Clinica, Hospital das Clinicas, UNICAMP), utilizada para
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infectar os animais. As col6nias foram diluidas em solucédo de NaCl 0,9% para obter-

se as concentragdes apropriadas a serem inoculadas nos animais.

CEPA de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (DIFCO") - Bactéria marcada
com iodeto de propideo utilizada para avaliar a atividade fagocitica realizada por

neutrofilos.

lodeto de Propidio (PI) (Sigma®, St Louis, MO, USA) - utilizado na técnica de
citometria de fluxo, responsavel pela emissdo de fluorescéncia vermelha captada

pelo citbmetro;

Diacetato 2 7 Diclorofluoresceina  (DCFH-DA/ Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) - responsavel pela emisséo de fluorescéncia verde ap0s reagir com espécies
reativas de oxigénio produzidas pelos neutrofilos . Este reagente foi mantido
congelado (-20° 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 estimulo para desencadear o burst oxidativo de neutrofilos.

EDTA (Sigma®, St Louis, MO, USA) - utilizado na técnica de fagocitose, na
concentracdo de 3 mM, com o objetivo de interromper a reacao de fagocitose apos o

periodo de incubacéo das amostras;

Solucdo de NaCl 0,9% - Solucdo utlizada na diluicdo dos farmacos

empregados nos experimentos;

Solucéo de NaCl 0,9%+Acido ascérbico (Vitamina C)  — solucéo antioxidante

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

a hemdlise nas amostras de sangue analisadas no citdmetro de fluxo;

Heparina (Liquemine®-Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil) — anticoagulante utilizado

nas coletas de amostras de sangue;

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

burst oxidativo e fagocitose;

Solugéo de meio de cultura RPMI — 1641 (Gibco®, Grand Island, NY, USA) —

utilizada na coleta do baco e da medula 6ssea do fémur dos camundongos;

BHI (Brain heart infusion, Merck®, Darmstadt, Germany) — meio de cultura onde
sdo mantidas as aliquotas de Listeria monocytogenes em freezer -20° antes de

serem cultivadas em agar sangue.

Agar-sangue (BioCen do Brasil®, Campinas, SP, Brasil) — meio de cultura

utilizado para fazer os repiques de Listeria monocytogenes.

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

precurssores hematopoéticos (CFU) da medula éssea e do baco.

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 6ssea e do baco.

Soro Fetal Bovino (Cultlab® — Campinas, SP, Brasil) — utilizado para
suplementar a cultura de clonal de precursores hematopoéticos (CFU) da medula

0ssea e do baco.
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Azul de TRIPAN (Merck®, Darmstadt, Germany) a 0,1 % - Utilizado para corar
as células do baco e medula 0ssea, para realizar contagem e teste de viabilidade

celular.

4.3 Manipulacdo da corticosterona

Com a finalidade de manipular os niveis séricos e os efeitos da corticosterona
administrou-se uma Unica dose de metirapona (200 mg/kg) por via intraperitoneal
(i.p.), € uma Unica dose de RU-486 (25mg/kg) por via subcutanea, 2 e 1 hora antes
do tratamento com MDMA, respectivamente (Cao,Filipov e Lawrence, 2002; Newton

et al., 2004).

4.4 Manipulacao das catecolaminas na periferia

Com a finalidade de manipular os niveis periféricos de catecolaminas
(noradrenalina e adrenalina) administrou-se uma unica 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 subcutanea, durante 3 dias consecutivos antes do tratamento
com MDMA. Também foi realizado o bloqueio dos receptores [3-adrenérgicos atraves
da administracdo 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
blogueio dos receptores [2-adrenérgicos foi feito através da administracdo 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 niveis séricos de corticosterona

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

soro para a dosagem dos niveis séricos de corticosterona. O sangue foi coletado em
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eppendorfs secos e deixado a temperatura ambiente para a retracdo do coagulo.
Entdo foi centrifugado sob refrigeracdo a 1000 x g por 20 minutos para obtencao do
soro. Este soro foi armazenado em eppendorfs no freezer a -80°C até o momento da
realizacdo das dosagens hormonais. As amostras foram coletadas a mesma hora do
dia (entre 08:00 e 09:00 h) para minimizar os efeitos do ritmo circadiano sobre os

niveis séricos de corticosterona.

A quantificacdo de corticosterona foi realizada por radioimunoensaio em fase
sélida utilizando-se o kit comercial Coat-a-Count (DPC®) especifico para
corticosterona. Nesta técnica de radioimunoensaio, ha competicdo da corticosterona

marcada com [I*%®

] (iodo radioativo) e do horménio contido na amostra (soro) pelos
sitios de anticorpos fixados a parede do tubo de ensaio (“fase soélida”). Foi pipetado
dentro de cada tubo de ensaio um volume de 50 pl de cada amostra de soro dos
animais dos grupos controles e experimentais. Apos a adicdo de 1 mL da

corticosterona marcada com [I**

], estes tubos foram incubados a temperatura
ambiente durante 2 horas para atingirem um equilibrio. A seguir, o conteudo dos
tubos foi desprezado sendo a leitura da radioatividade remanescente desta reagcao
feita no contador automatico de radiacdo gama (Packard®). Os resultados finais das

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

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

Todos o0s ensaios para dosagem de corticosterona foram realizados no
Laboratorio de Dosagens Hormonais do Departamento de Reproducdo Animal
(VRA), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séo

Paulo (FMVZ —USP).
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4.6 Dosagem dos niveis plasmaticos de adrenalina e noradrenalina

Os animais foram decaptados e 0 sangue coletado em eppendorfs de 1,5 mL
contendo 10 puL de EDTA 10%. As amostras foram colocadas imediatamente em
banho de gelo por no maximo 15 minutos, centrifugadas a 1000 x g por 20 minutos e

o plasma foi coletado e estocado em freezer -80°C até o momento da analise.

As catecolaminas foram extraidas do plasma utilizando-se um sistema de
separacao por 6xido de aluminio, que consiste da ligacdo das catecolaminas no
oxido de aluminio quando em pH basico, apés a adicdo de tampéao Tris-HCI (pH 8,6)
e da recuperacdo das catecolaminas, ap0s processos de lavagem com agua
destilada, pela adicdo de acido perclorico 0,1 M. Ao final desse processo o
sobrenadante foi coletado e injetado (20 ul) no aparelho de High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) acoplado a um detector eletroquimico (HPLC-ED,
(SHIMATZU, Modelo 10A e Antec) conforme descrito por Del Rey et al. (2009) para
a quantificacdo de adrenalina e noradrenalina. As amostras ficaram no gelo ou na

geladeira (4°C) até o momento da injecdo no equipamento.

Foi utilizada a técnica de cromatografia em fase reversa com pareamento
ibnico. Esta técnica fundamenta-se na cromatografia de particdo ou absorgéo. A fase
moével utilizada na quantificacdo das catecolaminas era constituida de
hidrogenofostado dissodico dihidratado (0,05 M), acido citrico (0,05 M), octilsulfato
de sédio e EDTA, juntamente com acetonitrila (10%), com pH 4,0 apds adicdo de
acido citrico. A fase moével foi utilizada em um sistema isocratico e fluxo de 0,5
mL/min. A fase movel foi filtrada em um sistema a vacuo e deaerado por 30 minutos
com um fluxo de hélio antes de ser colocada no HPLC. Apds sua instalacdo no
sistema cromatografico, a fase movel permaneceu por, no minimo, uma noite

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

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

Os padrdes de adrenalina e noradrenalina nas concentracdes de 10 M foram
diluidos até uma concentracdo de 10’ M em agua destilada e passaram pelo mesmo
processo de extracdo descrito acima. A cada amostra proveniente dos animais
foram adicionadas concentracdes de padrdo interno, DHBA 10'M, e os valores
obtidos foram utilizados para efetivacdo dos devidos ajustes nas medidas das

concentracdes das catecolaminas.

Os analitos foram reconhecidos segundo seu tempo de retencédo na coluna
cromatografica, através de comparacdo com os padrdes de concentracdes
conhecidas. O tempo total de passagem de cada amostra foi de aproximadamente
15 min. Para todas as dosagens foram estabelecidas curvas de calibracao,
calculados os coeficientes de correlacdo linear (r?) sendo considerados adequados
valores r® superiores 0,8. Para o estabelecimento da precisdo intra-ensaio do
método cromatografico foram calculados os coeficientes de variagdo (CV%) das
diferentes concentragbes das catecolaminas analisadas e foram considerados

adequados valores com CV% inferiores a 15%.

4.7 Avaliacao da celularidade do baco e damedula 6 ssea

A celularidade do baco foi determinada apoés friccdo destes 6rgédos por meio de
RPMI-1640 a 4, com auxilio de laminas de microsco pia Perfecta®. A seguir, esta
suspensao de células foi centrifugada a 250 x g por 8 minutos, e o0 sobrenadante foi
descartado. Em seguida foi realizada a lise hipotdnica com solu¢des de NaCl 02% e
1,6% e as amostras foram submetidas a centrifugacdo novamente, o sobrenadante

foi descartado e as células foram ressuspensas em 10 mL de PBS. A contagem foi
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realizada em camara de Neubauer (diluicdo 1:40), sendo a viabilidade celular das
mesmas observada pela coloracdo com azul de tripan, aceitando-se um valor

minimo de 95% de viabilidade.

Para determinar a celularidade da medula 6ssea, foi utilizado o fémur direito
de cada animal. O conteudo da medula 0ssea foi lavado com 5,0 mL de meio RPMI-
1640 e a suspensao resultante foi acondicionada em tubos de polipropileno de 15,0
mL (falcon), dentro de banho de gelo. Imediatamente apds, a contagem foi realizada
em camara de Neubauer (diluicdo 1:20), sendo a viabilidade celular das mesmas
observada pela coloracdo com azul de tripan, aceitando-se um valor minimo de 95%

de viabilidade.

4.8 Contagem de leucdcitos totais e diferencial no sangue

O sangue foi coletado em tubos de polipropileno contendo EDTA 10%. A
contagem total de leucdcitos sanguineos foi realizada em um contador de células
ABC-Vet (Horiba ABX®) de uso veterinario. A contagem diferencial dos leucécitos
sanguineos foi realizada em extensdo sanguinea apés coloracdo com May

Grunwald-Giensa modificado.

4.9 Citometria de Fluxo

Foi utilizado um citdmetro de fluxo (FACScalibur Immunocytometry System,
San Jose, Ca, USA) conectado com um computador (Macintosh Apple, CA, USA)
para analise da atividade e da expressdo do fator de transcricdo NFkB em
neutroéfilos 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 neutrdéfilos sanguineo s

O sangue foi coletado por decaptacdo em tubos eppendorfs de 1,5 mL
contendo 10uL de heparina, que foram colocados imediatamente em banho de gelo.
Foram utilizadas amostras sanglineas de 100 pl para a andlise do burst oxidativo e
da atividade fagocitica, conforme descrito por Hasui, Hirabayashi et al (1989). As
subpopulacdes 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 fluorescéncia verde do DCFH foi mensurada a 530+30 nm (detector FL1) e
fluorescéncia de cor vermelha do S. aureus marcado com o iodeto de propideo (PI)
mensurada a 58542 nm (detector FL2), como ilustado nas figuras 1 B e 1C. A
fluorescéncia verde emitida pelo DCFH foi usada para estimar o burst oxidativo das
células analisadas em diferentes situacdes de estimulacao. A fagocitose foi estimada
pela intensidade média de fluorescéncia/célula emitida pelo Pl. A porcentagem de
fagocitose (porcentagem de neutrofilos que fagocitaram bactérias) foi calculada
através do numero de neutréfilos fluorescentes divididos pelo nimero total destas
células e multiplicado por 100. As fluorescéncias do Pl e do DCFH foram analisadas
utilizando-se compensacéo de fluorescéncias para corrigir quaisquer interferéncias
de sinais emitidos pelos mesmos. Através do Cell Quest Pro® foi analisada a
populacdo de neutrofilos, excluindo-se as populagdes de linfocitos e mondcitos, por
meio da analise dos gates. Além disso, para todos os experimentos o aparelho foi
calibrado com um tubo branco (sem estimulo algum) usado como controle de

fluorescéncia basal da célula a ser analisada.
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Figura 1 — (A) Citograma de leucdcitos circulantes incubados com PBS de animais do grupo controle.
R1=linfécitos; R2=mondcitos; R3=neutrofilos. (B) Histograma dos neutrofilos incubados com DCFH.
(C) Histograma dos neutrofilos incubados com S.aureus realizando fagocitose.

4.9.2 Determinacao da expressao de NF kB em neutrofilos sanguineos

Os animais foram decaptados e o sangue foi coletado em eppendorfs
contendo 10pL de heparina. Em seguida, 200uL da amostra de sangue foi
transferida para tudos de citometria e diluida em uma proporcdo igual de RPMI-
1640. As amostras foram estimuladas com LPS na concentracdo de 1pg/mL por 15
min em estufa a 37C a 5% CO ,. ApOs o periodo de incubacdo as amostras foram
submetidas a lise hipotonica com solu¢cbes 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
marcacdo da membrana dos neutrofilos, como ilustram as figuras 2 A e B. Apés a
marcacdo da membrana as células foram fixadas, permeabilizadas e incubadas com
anticorpo anti-NFkB p65-PE por 30 minutos no escuro para marcacao intracelular do
fator de transcricdo NFKB p65, como ilustrado nas figuras 2 C e D . Por fim, as

células foram lavadas e submetidas a centrifugacdo e ressuspendidas para leitura
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no citbmetro de fluxo, para determinacdo da intensidade de fluorescéncia de PE

(detector FL2) e PercP (detector FL3).
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Figura 2 — (A) Citograma representando o gate na populacdo de neutrdfilos sanguineos. (B)
Citograma representando a populacdo de neutréfilos que expressam CD-11b. (C) Citograma
representando populacdo de neutréfilos que expressam NFkB p65. (D) Citograma representando
populagdo de neutrofilos com dupla marcagédo: 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 puL 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 -80C até o momento
das andlises. A dosagem de citocinas e quimiocinas foi realizada utilizando-se CBA
mouse inflammation kit que pode ser utilizado para medir quantitativamente TNF-q,
IFN-y, IL-6, IL-12 p70, IL-10 e MCP-1 em uma unica amostra de plasma. O CBA
pode ser comparado ao método de ELISA sanduiche e o protocolo de andlise foi
realizado de acordo com as instrugbes do fabricante. De forma resumida, 0s
nanobeads de captura, de deteccdo e as citocinas recombinantes da curva padrao
especificos para cada citocina foram diluidas nas concentracbes recomendadas.
Cada nanobead estéa ligado a anticorpos especificos para a citocina/quimiocina a ser
quantificada e apresenta tamanhos diferentes, o que permite a diferenciagédo de
cada citocina, em diferentes picos de intensidade de fluorescéncia, como

demonstrado na figura 3 .

Os reagentes foram adicionados aos tubos de citometria relativos aos
padroes e as amostras na seguinte ordem: suspensdo de nanobeads de captura
(50uL), padrbes nas diferentes diluicdbes e amostras (50uL) e os nanobeads de
deteccdo (50puL); essa mistura ficou sob incubagcdo por 2 horas em temperatura
ambiente no escuro. Apds o periodo de incubacdo os tubos contendo os padrdes e
as amostras foram centrifugados a 250 x g por 5 minutos, lavados, centrifugados
novamente e ressupensos para leitura no citbmetro de fluxo, e deteminacdo da

intensidade de fluorescéncia de PE (detector FL3).
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Figura 3 — (A) Citograma que ilustra as populacdes de nanobeads da curva padrdo para as diferentes
citocinas na concentracdo de 625 pg/mL. (B) Histograma que ilustra os picos de intensidade de
fluorescéncia para os diferentes populacdes de nanobeads. Figura adaptada do manual do usuario do
CBA mouse inflammation kit — BD Biosciences.

4.10 Listeria monocytogenes (LM)

A cepa de LM foi gentiimente cedida pelo Laboratorio de Microbiologia do
Departamento de Patologia Clinica (Hospital das Clinicas-UNICAMP) e todos os
experimentos referentes a infeccdo experimental foram realizados no laboratério de
CFU do Hemocentro da UNICAMP. A LM foi mantida em meio de cultura BHI e
incubada por 24-48 horas a 37TC. Os repiques foram feitos em agar-sangue, e
novamente incubados a 37C por 24 horas. As coldnias obtidas foram diluidas em
solucdio de NaCl 0,9% e as concentracobes foram determinadas por

espectrofotometria através da escala de McFarland (Vitek Colorimeter).

Para a padronizacdo da dose subletal, foi determinado o numero ideal de
microorganismos a ser inoculado em cada animal, realizando-se um estudo de
sobrevida utilizando-se diferentes concentracdes da bactéria. Para o estudo dos
parametros imunolégicos e hematopoéticos utilizamos a dose subletal de 5x10°
microrganismos/animal. Ambas as concentracfes foram inoculadas i.p. diluidas em

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

medula 6ssea e do baco de camundongos

Os animais foram decaptados e colocados em decubito ventral para assepsia
com alcool 70%. O fémur direito foi retirado e as epifises foram cortadas; com o
auxilio de uma agulha e seringa contendo meio RPMI-1640, a medula foi transferida
para um tubo falcon de 15 mL. Os bacos foram removidos assepticamente, lavados
com solucdo de NaCl 0,9% estéril e com o auxilio de um macerador foram obtidas
suspensdes celulares em meio RPMI. As suspensdes foram mantidas no gelo e o
namero de células foi contado em camara de Neubauer apés diluicdo em solucéo 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 agar.

Em seguida, 1x10° células/mL da medula ou 2x10° células/mL do baco foram
adicionadas em 2 mL do meio preparado e homogeneizados em placas de Petri
(35mm), as quais ja continham o estimulo apropriado (100uL do fator estimulador de
colonias GM-CSF na concentracdo final 0,5 ng/mL - Sigma). As placas foram
incubadas por sete dias em estufa a 37C na preseng a de 5% de CO,. O numero de

coldnias foi determinado em microscopio de dissec¢cdo com aumento de 40X.

4.12 Avaliacdo da atividade estimuladora de colénia s (CSA) para precursores

da medula 6éssea no soro

O sangue dos animais foi coletado por decaptacdo e centrifugado para
obtencado do soro e armazenado a — 20C. A atividade estimuladora de col6nias no

soro dos animais tratados foi avaliada pela capacidade promotora do crescimento e
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diferenciac@o de precursores hematopoéticos da medula 6ssea de animais naive. De
acordo com van den Engh e Bol (1975), a menor concentracdo capaz de estimular o
crescimento de colbnias é considerada como 1 unidade de CSF/mL. A capacidade
de estimular a formacédo de colénias de granuldcitos e macrofagos foi testada em
cultura semi-sélida como descrito no item 4.11. Os valores foram expressos em
unidades por mL e determinados a partir da curva de titulagdo do fator estimulador
de col6nias (GM-CSF). De acordo com a curva de titulacdo, a menor concentracao

capaz de estimular o crescimento de colbnias foi 0,125ng/mL.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados pelo teste de Bartlet para determinacdo da
homogeneidade das variancias. Os dados paramétricos foram analisados atraves da
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey-Kramer de
comparacdes multiplas, para avaliacdo dos contrastes. Os resultados néo
paramétricos foram analisados pelo teste “U” de Mann-Whitney ou por Kruskal-Wallis
com sua resolucdo propria. Foram consideradas significantes as analises com p<

0,05.

Todas as analises estatisticas foram feitas com o auxilio do programa

estatistico denominado GraphPad Prism para Windows, verséao 5 (2007).
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6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS
6.1 Experimento 1 — A metirapona previne os efeitos da administracao de

MDMA sobre a atividade de neutréfilos

Para manipular os niveis séricos de corticosterona foram testadas duas doses
de metirapona, um inibidor da enzima 11B-hidroxilase, que converte 11-
dioxicorticosterona em corticosterona, causando diminuicdo dos niveis seéricos 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 solu¢des usadas
para cada 10g de peso corporal. Os animais do grupo controle receberam duas
injecOes de solucdo de NaCl 0,9% (salina). Os animais dos grupos metirapona
receberam uma injecdo de metirapona na concentragcdo de 100 ou 200mg/kg e uma
injecdo de solugéo salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injecéo de
solugdo salina e uma injecdo de MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os
animais do grupo Metirapona+MDMA receberam uma inje¢ao de metirapona (100 ou
200mg/kg) e uma injecdo de MDMA (10mg/kg). Os animais receberam a primeira
injecdo 3 horas antes da eutanasia e a segunda injecdo 1 hora antes da eutanasia.
Todos os animais em estudo receberam duas inje¢cbes para eliminar possiveis
efeitos do estresse da injecéo. A figura 4 ilustra este esquema de tratamento e os

resultados das dosagens de corticosterona séo ilustrados na figura 5.
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Figura 4 — Esquema de tratamento empregado para manipular os niveis de glicocorticéides

previamente a avaliagdo dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutréfilos de camundongos
Balb/C.
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Figura 5 — Dosagens dos niveis séricos de corticosterona de animais tratados com metirapona
previamente ao tratamento com MDMA. *p<0,05 em relacdoaos grupos MDMA e Met 100+MDMA e
ndo diferem entre si, #p<0,05 em relacéo a todos os grupos e ndo diferem entre si, Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas compara¢des. 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 niveis séricos de corticosterona (F(5,29)=33,54;
p<0,0001) induzido por MDMA; esta dose foi, entdo, 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 solucéo
para cada 10g de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam 2
injecdes de solucdo salina. Os animais do grupo metirapona receberam uma injecao
de metirapona na concentracdo de 200mg/kg e uma injecdo de solucdo salina. Os
animais do grupo MDMA receberam uma injecéo de solucéo salina e uma injecao de
MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo Metirapona+MDMA
receberam uma injecdo de metirapona (200mg/kg) e uma injecdo de MDMA
(10mg/kg). Os animais receberam a primeira injecdo 3 horas antes da eutanasia e a
segunda inje¢cdo 1 hora antes da eutanasia. Todos os animais em estudo receberam
duas inje¢cBes para eliminar possiveis efeitos do estresse da injecdo. A figura 4

ilustra este esquema de tratamento.
RESULTADOS

A tabela 1 mostra que os efeitos produzidos pela administragdo de MDMA
sobre a atividade de neutréfilos sanguineos foram prevenidos pela administracdo
prévia de metirapona. A analise estatistica dos dados mostrou uma reduc¢éo tanto do
burst induzido por SAPI e PMA como da intensidade e porcentagem de fagocitose
nos animais tratados com MDMA em relacdo aos animais do grupo controle tratados
com solucao 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 a intensidade (F(3,28)=36,80; p<0,0001) e porcentagem
(F(3,28)=35,51; p<0,0001) de fagocitose em relacdo aos animais do grupo tratado

com salina previamente ao MDMA.

O burst basal dos neutréfilos ndo foi alterado por qualquer um dos
tratamentos, e o tratamento com metirapona nao alterou nenhum dos parametros
avaliados em relacéo ao grupo controle tratado com salina. As figuras 6 e 7 ilustram

estes resultados.

Tabela 1- Efeitos da administracdo prévia de metirapona (200mg/kg) sobre a
diminuicao da atividade de neutrofilos induzida por MDMA (10mg/kg)

Grupos
Parametros " 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 45,9046,29 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 fluorescéncia (mediatdesvio padréo),
correspondente ao gate da populacdo de neutrdéfilos sangliineos. *p<0,05 em relacéo a todos os
grupos, dentro do mesmo parametro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de
multiplas comparag¢des. n=8 animais/grupo.

APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutrofilos que fagocitaram particulas de SAPI.
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela populagéo de neutrofilos.
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Figura 6 - A administracédo prévia de metirapona (200mg/kg) impede a diminuigdo da atividade de
neutrofilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo ap6s estimulo in vitro com SAPI, B —
burst oxidativo apds estimulo in vitro com PMA. * p<0,05 em relacdo a todos os grupos, Anova de
uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas compara¢des. n=8 animais/grupo.
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A administracdo prévia de metirapona (200mg/kg) impede a diminuicdo da atividade de
neutréfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B —. porcentagem de
fagocitose. * p<0,05 em relacdo a todos os grupos, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
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6.2 Experimento 2 — O RU-486 previne os efeitos da  administracdo de MDMA
sobre a atividade de neutrofilos

Vinte e cinco camundongos foram separados ao acaso em 5 grupos. Os
tratamentos com solucédo salina e MDMA foram realizados pela via i.p. empregando-
se sempre um volume de 0,1 mL de solucdo para cada 10g de peso corporal. Os
tratamentos com RU e PEG 400 foram realizados pela via subcutanea no volume de
0,1mL por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecdes dessa
solucéo. Os animais do grupo PEG (veiculo do RU-486) receberam uma injecédo de
PEG 400 e uma injecao de solucéo salina. Os animais do grupo RU receberam uma
injecdo de RU-486 na concentracao de 25 mg/kg e uma injecdo de solucdo salina.
Os animais do grupo MDMA receberam uma injecdo de solucdo salina e uma
injecdo de MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo
RU+MDMA receberam uma injecdo de RU-486 (25 mg/kg) e uma injecdo de MDMA
(10mg/kg). Todos os animais em estudo receberam duas injecbes para eliminar
possiveis efeitos do estresse da injecdo. A figura 8 ilustra este esquema de

tratamento.
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Figura 8 - Esquema de tratamento empregado para manipular os receptores de glicocorticéides
previamente a avaliagdo dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutréfilos de camundongos
Balb/C.

RESULTADOS

A tabela 2 mostra que os efeitos da administracdo de MDMA sobre a
atividade de neutréfilos sanguineos foram prevenidos pela administragdo prévia de
RU-486. A analise estatistica dos dados mostrou uma reducdo tanto do burst
induzido por SAPI e PMA como da intensidade e porcentagem de fagocitose dos
animais tratados com MDMA em relacdo aos animais do grupo controle tratados com
solugédo 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 relacdo aos animais do

grupo tratados com salina previamente ao MDMA.

O burst basal dos neutréfilos ndo foi alterado por qualquer um dos
tratamentos, e o tratamento com RU-486 ou com o seu veiculo PEG 400 nao alterou
quaisquer dos parametros avaliados em relacdo aos dados obtidos nos animais do

grupo controle tratado com salina. As figuras 9 e 10 ilustram estes resultados.

Tabela 2 — Efeitos da administracdo prévia de RU-486 (25 mg/kg) sobre a
diminuicao da atividade de neutrofilos induzida por MDMA (10mg/kg)

Grupos
Parametros Salina PEG RU MDMA RU+MDMA
Burst basal 52,42+2,88 51,7143,01 50,15+10,22  52,37+15,83 68,8843,17
Burst SAPI 77,0845,04 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 29,6043,19 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 fluorescéncia (mediatdesvio padrao),
correspondente ao gate da populacdo de neutréfilos sangiineos. *p<0,05 em relagdo a todos os
grupos, dentro do mesmo parametro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de
multiplas comparagdes. n=8 animais/grupo.

APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutréfilos que fagocitaram particulas de SAPI.
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela populacao de neutréfilos.
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Figura 9 - A administragdo prévia de RU-486 (25mg/kg) impede a diminuicdo da atividade de
neutréfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo apés estimulo in vitro com SAPI, B -
burst oxidativo apos estimulo in vitro com PMA. * p<0,05 em relagdo a todos os grupos, Anova de
uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparag6es. n=5 animais/grupo.
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Figura 10 - A administracdo prévia de RU-486 (25mg/kg) impede a diminuicdo da atividade de
neutréfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B —. porcentagem de
fagocitose. * p<0,05 em relacdo a todos os grupos, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparacdes. n=5 animais/grupo.
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6.3 Experimento 3 — A 6-OHDA n&o previne os efeitos da administracdo de

MDMA sobre a atividade de neutroéfilos

Para determinar se o MDMA induz aumento nos niveis de adrenalina e
noradrenalina periférica, dosamos 0s niveis 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 solucdes
usadas para cada 10g de peso corporal de cada animal. Os animais do grupo
controle receberam uma injecdo de solucdo salina e os animais do grupo MDMA
receberam uma injecdo de MDMA na concentracdo 10mg/kg, apés 60 minutos do

tratamento os animais foram submetidos a eutanasia para coleta de sangue.
RESULTADOS

A tabela 3 mostra que a administracdo de MDMA aumentou os niveis de
noradrenalina (t=4,182; p=0,0006) e adrenalina (t=2,658; p=0,0197) no plasma dos
animais tratados em relacdo aos animais do grupo controle. A figura 11 ilustra esses

resultados.

Tabela 3 — Efeitos da administracdo de MDMA (10mg/kg) sobre os niveis
plasmaticos 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 mediatdesvio padrdo, *p<0,05 em relagdo ao grupo salina, dentro do
mesmo parametro, Teste t-Student, n=10 animais/grupo.
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Figura 11 — A administracdo de MDMA (10mg/kg) aumenta os niveis de noradrenalina e adrenalina
no plasma. A - noradrenalina, B —. adrenalina. * p<0,05 em relagdo ao grupo salina, Teste t de
student. n=10 animais/grupo

Para manipular os niveis de catecolaminas periféricas, foram realizados dois
protocolos distintos de simpatectomia quimica 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 solu¢cdes usadas
para cada 10g de peso corporal de cada animal. Os animais do grupo controle
receberam quatro injecdes de solucdo salina. Os animais do grupo Salina+Vitamina
C (veiculo da 6-OHDA) receberam quatro injecdes de Salina+Vitamina C e uma
injecdo de solucao salina. Os animais do grupo 6-OHDA receberam trés injecdes de
6-OHDA, diluido em salina+Vitamina C, na concentracdo de 200mg/kg e uma
injecdo de solucédo salina. Os animais do grupo MDMA receberam trés injecbes de
solucdo salina e uma injecdo de MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os
animais do grupo 6-OHDA+MDMA receberam trés injecbes de 6-OHDA (200mg/kg)

e uma injecdo de MDMA (10mg/kg). Os camundongos receberam uma injecao por
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dia, durante quatro dias consecutivos sendo que a ultima foi realizada 1 hora antes
da eutanasia. Todos os animais em estudo receberam quatro injecdes para eliminar

possiveis efeitos do estresse da injecdo. A figura 12 ilustra o esquema de

tratamento.
Diad
Dia1 Dia2 Dia3
1 hora
Salina ; ; ; ; =
salina salina salina salina eutanasia
Dia4
Dia1 Dia2 Dia3 i h" |
Salina+VitC , , ; ; o ,.
Salina+VitC  Salina+VitC Salina+VitC salina eutanasia
Dia4
Dia1 Dia2 Dia3 f , h’ .
ora
6-OHDA | | ., ; |
6-OHCA 6-OHDA 6-OHDA salina eutanasia
Dia4
Diat Dia2 Dia3 £
ora
MDMA i i . ; .
salina salina salina MDMA eutanasia
Dia4
Diat Dia2 Dia3
1 hora
6-OHDA+MDMA i i a ; i
6-OHDA 6-OHDA 6-OHDA MDMA eutanasia

Figura 12 - Esquema de tratamento para manipulacdo dos niveis de catecolaminas previamente a
avaliacdo dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutréfilos em camundongos Balb/C.

RESULTADOS

A tabela 4 mostra que os efeitos da administracdo de MDMA sobre a
atividade de neutréfilos sanguineos ndo foram prevenidos pelo tratamento prévio
com 6-OHDA. A analise estatistica dos dados mostrou uma reducéo 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 relacdo aos animais
do grupo controle tratados com solucao salina, replicando-se, assim, mais uma vez
os dados obtidos anteriormente. Ainda foi possivel observar que o tratamento com 6-
OHDA nao foi capaz de prevenir os efeitos do MDMA sobre os parametros
avaliados, exceto no que diz respeito a porcentagem de fagocitose em relagdo aos
animais do grupo tratados com salina previamente ao MDMA. As figuras 13 e 14

ilustram estes resultados.

O burst basal dos neutrdfilos ndo foi alterado por qualquer dos tratamentos, e
o tratamento com 6-OHDA nédo alterou nenhum dos parametros avaliados da
atividade de neutréfilos em relagcdo ao grupo controle tratado com salina. E
importante ressaltar que todos os animais tratados com 6-OHDA apresentaram

diarréia intensa durante os 3 dias de tratamento e tiveram uma diminuicdo de 5g em

meédia no peso corporal.

Tabela 4 — Efeitos da administracdo prévia de 6-OHDA (200mg/kg) sobre a
diminuicdo da atividade de neutrdfilos induzida por MDMA (10mg/kg)

Grupos
Parametros " 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# 65,9045,98
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 81,3548,62** 93,24 2,07

Os dados representam a intensidade média de fluorescéncia (mediatdesvio padrao),
correspondente ao gate da populagdo de neutréfilos sanglineos. *p<0,05 em relagdo aos grupos
salina, salina+vitC e 6-OHDA e néo sao diferentes entre si, #p<0,05 em relacdo aos grupos salina,
salina+VitC e 6-OHDA, **p<0,05 em relacdo a todos os grupos,dentro do mesmo parametro,
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de mdultiplas comparacdes. n=8
animais/grupo.

APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutréfilos que fagocitaram particulas de SAPI.
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela populacdo de neutrdfilos.
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Figura 13 - A administracao prévia de 6-OHDA (200mg/kg) ndo impede a diminui¢cdo da atividade de
neutréfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo apés estimulo in vitro com SAPI, B -
burst oxidativo apés estimulo in vitro com PMA. *p<0,05 em relacéo aos grupos salina, salina+VitC e
6-OHDA e néo sédo diferentes entre si, #p<0,05 em relacdo aos grupos salina, salina+VitC e 6-OHDA,
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparac¢des. n=8 animais/grupo.
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Figura 14 - A administracéo prévia de 6-OHDA (200mg/kg) ndo impede a diminuicdo da atividade de
neutréfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B —. porcentagem de
fagocitose. *p<0,05 em relacdo aos grupos salina, salina+vitC e 6-OHDA e n&o séo diferentes entre
si, **p<0,05 em relacdo a todos os grupos, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de
multiplas comparagdes. 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 niveis 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
solucdes usadas para cada 10g de peso corporal de cada animal. Os animais do
grupo controle receberam duas injecdes de solucdo salina. Os animais do grupo 6-
OHDA receberam uma injecdo de 6-OHDA, diluido em salina+Vitamina C, na
concentracdo de 200mg/kg e uma injecao de solucédo salina. Os animais do grupo
MDMA receberam uma injecdo de solucdo salina e uma injecdo de MDMA na
concentracdo 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo 6-OHDA+MDMA receberam
uma injecdo de 6-OHDA (200mg/kg) e uma injecdo de MDMA (10mg/kg). Os
camundongos receberam a primeira injecdo 3 dias antes da eutanasia e a segunda
injecdo 1 hora antes da eutanasia. Todos os animais em estudo receberam duas
injecdes para eliminar possiveis efeitos do estresse da injecdo, como ilustrado na

figura 15 .

No atual protocolo ndo observamos efeitos colaterais tdo intensos quanto
anteriormente, 0s animais apresentaram diarréia menos intensa e uma menor perda
de peso, 0 que acreditamos tenha permitido uma analise mais fidedigna dos efeitos

do composto em estudo e os resultados sdo descritos a seguir.
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Dia4
Diat Dia2 Dia3
1 hora
Salina i - -
salina salina eutanasia
Dia4
Dia1 Dia2 Dia3 [ ” h‘ .
ora
6-OHDA _ _ , |
6-OHCA salina eutanasia
Dia4
Dia1 Dia2 Dia3 [ 1 h‘ .
ora
MDMA a ; ; i ;
salina MDMA eutanasia
Dia4
Diaf Dia2 Dia3 . ) .
1 hora
6-OHDA+MDMA e a i ; i
6-OHDA MDMA eutanasia

Figura 15 - Esquema de tratamento para manipulacao dos niveis de catecolaminas previamente a
avaliacdo dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutréfilos em camundongos Balb/C.

RESULTADOS

A tabela 5 mostra que os efeitos da administracdo de MDMA sobre a
atividade de neutrdéfilos sanguineos nao foram prevenidos pelo tratamento prévio
com 6-OHDA. A andlise estatistica dos dados mostrou uma reduc¢éo 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 relacdo aos animais
do grupo controle tratados com solucdo salina, replicando-se, mais uma vez 0s
dados obtidos anteriormente. Ainda foi possivel observar que o tratamento com 6-
OHDA né&o preveniu os efeitos do MDMA sobre os parametros avaliados,
confirmando e reforcando os dados obtidos anteriormente. As figuras 16 e 17

ilustram estes resultados.
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O burst basal dos neutrdfilos ndo foi alterado por qualquer dos tratamentos, e
o tratamento com 6-OHDA nédo alterou nenhum dos parametros avaliados da
atividade de neutrdfilos em relacdo aos dados obtidos no grupo controle em que os

animais foram tratados com salina.

Tabela 5 — Efeitos da administracdo prévia de 6-OHDA (200mg/kg) sobre a
diminuicao da atividade de neutrdfilos induzida por MDMA (10mg/kg)

Grupos
Parametros * 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 40,8615,001# 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 fluorescéncia (mediatdesvio padrao), correspondente
ao gate da populagéo de neutréfilos sangliineos. *p<0,05 em relagao aos grupos salina e 6-OHDA e
ndo sao diferentes entre si, #p<0,05 em relac&o aos grupos salina e 6-OHDA, **p<0,05 em relacdo ao
grupo 6-OHDA, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparagées. n=8
animais/grupo.

APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutrofilos que fagocitaram particulas de SAPI.
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela populagéo de neutrofilos.
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Figura 16 - A administracéo prévia de 6-OHDA (200mg/kg) ndo impede a diminuicdo da atividade de
neutroéfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo ap6s estimulo in vitro com SAPI, B —
burst oxidativo apds estimulo in vitro com PMA. *p<0,05 em relacdo aos grupos salina e 6-OHDA e
ndo sao diferentes entre si, #p<0,05 em relacdo aos grupos salina e 6-OHDA, Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de miltiplas comparac¢des. n=8 animais/grupo.
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Figura 17 - A administracao prévia de 6-OHDA (200mg/kg) ndo impede a diminui¢cdo da atividade de
neutréfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B —. porcentagem de
fagocitose. *p<0,05 em relacdo aos grupos salina e 6-OHDA e ndo sao diferentes entre si, #p<0,05
em relacdo aos grupos salina e 6-OHDA, **p<0,05 em relacéo ao grupo 6-OHDA, Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas compara¢des. n=8 animais/grupo.
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6.4 Experimento 4 — O propranolol previne os efeito s da administragcao de

MDMA sobre a atividade de neutroéfilos

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 solucéo para cada
10g de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecées
de solucdo salina. Os animais do grupo propranolol receberam uma injecado de
propranolol na concentracdo de 20 mg/kg e uma injecdo de solucdo salina. Os
animais do grupo MDMA receberam uma injecdo de solucéo salina e uma injecao de
MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo Prop+MDMA
receberam uma injecdo de propranolol (20 mg/kg) e uma injecdo de MDMA
(10mg/kg). Todos os animais em estudo receberam duas injecdes para eliminar

possiveis efeitos do estresse da injecéao. A figura 18 a seguir ilustra o esquema de

tratamento.
] J0minutos ; 1 hora
Salina — i =0
salina salina eutanasia
0 _
30 minutos : 1 hora i
Propranolol — i =t
Propranolol salina eutanasia
0
30 minutos ; 1 hora
MDMA E | ——
salina MDMA eutanasia
0
i 1 hora
Prop+MDMA ; e | . M
Propranolol MDMA eutanasia

Figura 18 - Esquema de tratamento empregado para manipulacdo dos receptores de catecolaminas
previamente a avaliagdo dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutréfilos de camundongos
Balb/C.
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RESULTADOS

A tabela 6 mostra que os efeitos da administracdo de MDMA sobre a
atividade de neutrofilos sanguineos foram prevenidos pelo tratamento prévio com
propranolol (20 mg/kg). A andlise estatistica dos dados mostrou uma reducgéo 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 relacéo
aos animais do grupo controle tratados com solugdo salina; mais uma vez,
replicamos os dados obtidos anteriormente. Ainda, foi possivel observar que o
tratamento com propranolol preveniu os efeitos do MDMA sobre todos os

parametros avaliados. As figuras 19 e 20 ilustram estes resultados.

O burst basal dos neutréfilos ndo foi alterado por qualquer um dos
tratamentos, e o tratamento com propranolol ndo alterou nenhum dos parametros
avaliados da atividade de neutrofilos em relacdo ao grupo controle tratado com

salina.

Tabela 6 - Efeitos da administracdo prévia de propranolol (20 mg/kg) sobre a
diminuicao da atividade de neutrofilos induzida por MDMA (10mg/kg)

Grupos
Parametros 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 77,3216,62 61,7616,17* 91,60+16,19
Burst PMA 91,86+3,75 100,5£16,44 67,34+7,45%* 115,1+15,14#
Int Fagocitose 29,472, 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 meédia de fluorescéncia (mediatdesvio padrao),

correspondente ao gate da populagdo de neutréfilos sanglineos. *p<0,05 em relagdo aos grupos
salina e Propranolol+MDMA, **p<0,05 em relacdo a todos os grupos, #p<0,05 em relacdo ao
grupo salina, dentro do mesmo parametro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer
de multiplas comparag8es. n=5 animais/grupo.



88

B
A

. 120 150~ .
5 -I- <
(8] —
c Q
S 904 S 1201 |
o - & I
5 * )
E S 904
T 604 z
(3]
° 3 60-
el [}
g 301 2
? S 30-
c [%2)
2 ]
= 0- T T § 04 T

@ > \of \of

& P N\ & ©

6’0’ Q\(b'(\ @0 x@Q %,z}\ \@QO
N <© X

Figura 19- Administracdo prévia de propranolol (20mg/kg) impede a diminuicdo da atividade de
neutréfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo apés estimulo in vitro com SAPI, B -
burst oxidativo apds estimulo in vitro com PMA. *p<0,05 em relacdo aos grupos salina e
Propranolol+MDMA, **p<0,05 em relacdo a todos os grupos, #p<0,05 em relacdo ao grupo salina,
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparac¢des. n=5 animais/grupo.
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Figura 20 - A administragéo prévia de propranolol (20mg/kg) impede a diminui¢cao da atividade de
neutroéfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B —. porcentagem de
fagocitose. ** p<0,05 em relacdo a todos os grupos, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparacdes. 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 n&o impediu os efeitos do MDMA, sobre a atividade de
neutrofilos. Acreditamos que o propranolol tenha revertido os efeitos induzidos por
MDMA, ndo pela sua acdo de antagonista ndo seletivo de receptores J
adrenérgicos, mas por se tratar de uma substancia capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica atuando no hipotalamo, e consequentemente inibindo, como ja
sugerido, a secrecao 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 0s niveis 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 solucéo para cada 10g de peso de cada animal. Os animais do
grupo controle receberam duas injecdes de solucdo salina. Os animais do grupo
propranolol receberam uma inje¢éo de propranolol na concentracédo de 20 mg/kg e
uma injecao de solucao salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injecao
de solucédo salina e uma injegcdo de MDMA na concentragdo 10mg/kg. Por fim, os
animais do grupo Prop+MDMA receberam uma injecdo de propranolol (20 mg/kg) e
uma injecdo de MDMA (10mg/kg). Todos os animais em estudo receberam duas
injecbes para eliminar possiveis efeitos do estresse da injecdo. A figura 18

apresentada anteriormente representa o esquema de tratamento.

Observamos que os animais tratados com MDMA apresentaram um aumento
nos niveis 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 hip6tese de que o pré-tratamento com

propranolol seria capaz de prevenir as alteragbes induzidas na atividade de
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neutrofilos pela sua capacidade de inibir a atividade do eixo HPA e n&o por atuar
como um antagonista [} adrenérgico na periferia. Os resultados obtidos estao

llustados na figura 21 .
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Figura 21 — Dosagens dos niveis séricos de corticosterona de animais tratados com propranolol

previamente ao tratamento com MDMA. *p<0,05 em relacdo aos grupos salina e propranolol e séo
diferentes entre si, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns de mdltiplas comparacdes. n=9
animais/grupo.

No entanto, para confirmar nossos dados relativos a participacdo do SNS nos
efeitos observados sobre a atividade de neutréfilos apés tratamento com MDMA,
realizamos outro experimento no qual tratamos os animais com ICI-118,551, um
antagonista seletivo para receptores (2- adrenérgicos, previamente ao MDMA;

esses resultados sdo mostrados a seguir.



91

6.5 Experimento 5 — O ICI-118,551 n&o previne os ef eitos da administracéo de

MDMA sobre a atividade de neutroéfilos

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 solucéo para
cada 10g de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas
injecdes de solucao salina. Os animais do grupo ICI receberam uma injecao de ICI-
118,551 na concentracdo de 15mg/kg e uma injecao de solucdo salina. Os animais
do grupo MDMA receberam uma injecéo de solucéo salina e uma injecdo de MDMA
na concentracao 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo ICI+MDMA receberam uma
injecdo de ICI (15mg/kg) e uma injecdo de MDMA (10mg/kg). Os animais receberam
a primeira injecdo duas horas antes da eutanasia e a segunda injecdo uma hora
antes da eutanasia. Todos os animais em estudo receberam duas injecbes para
eliminar possiveis efeitos do estresse da injecdo. A figura 22 ilustra este esquema

de tratamento.

1 hora 1hora |

Controle I
salina salina eutandsia

1€l

ICI salina eutanasia

MDMA T
salina MDMA eutanasia

ICIMDMA | | |
ICl MDMA eutandsia

Figura 22 — Esquema de tratamento empregado para o antagonismo dos receptores 2-adrenérgicos
previamente a avaliagdo dos efeitos do MDMA sobre a atividade de neutréfilos de camundongos
Balb/C.
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RESULTADOS

A tabela 7 mostra que os efeitos produzidos pela administracdo de MDMA
sobre a atividade de neutrofilos sanguineos ndo foram prevenidos pela
administracdo prévia de ICI-118,551 (15mg/kg). A analise estatistica dos dados
mostrou uma reducéo tanto do burst induzido por SAPI e PMA como da intensidade
e porcentagem de fagocitose nos animais tratados com MDMA em relacdo aos
animais do grupo controle tratados com solucao salina; replicamos, assim, os dados
obtidos anteriormente. Entretanto, em relacdo 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 ndo 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 a 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 neutrdfilos ndo foi alterado por qualquer um dos
tratamentos, e o tratamento com ICI-118,551 ndo alterou nenhum dos parametros
avaliados em relacdo ao grupo controle tratado com salina. As figuras 23 e 24

ilustram estes resultados.



93

Tabela 7- Efeitos da administracdo prévia de ICI-118,551 (15mg/kg) sobre a
diminuicdo da atividade de neutrdfilos induzida por MDMA (10mg/kg)

Grupos
Parametros 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* 479,60459, 98*
Int Fagocitose 94,12+16,54 82,00+38,73 48,70430,17*# 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 fluorescéncia (mediatdesvio padrao),
correspondente ao gate da populagédo de neutréfilos sangiliineos. *p<0,05 em relacdo ao grupo
salina e ndo diferem entre si, #p<0,05 em relacdo ao grupo ICI, dentro do mesmo parametro,
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de mdltiplas comparacdes. n=8
animais/grupo.

APorcentagem de Fagocitose : porcentagem de neutréfilos que fagocitaram particulas de SAPI.
Intensidade de Fagocitose : quantidade de bactérias fagocitadas pela populacao de neutréfilos.
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Figura 23 - A administracdo prévia de ICI-118,551 (15mg/kg) ndo impede a diminuicdo da
atividade de neutrdfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - burst oxidativo apés estimulo in vitro
com SAPI, B — burst oxidativo ap6s estimulo in vitro com PMA. * p<0,05 em relagdo ao grupo
controle e ndo diferem entre si, #p<0,05 em relacdo ao grupo ICI, Anova de uma via seguido do
teste de Tukey-Kramer de multiplas comparac¢des. n=8 animais/grupo.
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Figura 24 - A administracdo prévia de ICI-118,551 (15mg/kg) ndo impede a diminuicdo da atividade
de neutrdfilos induzida por MDMA (10mg/kg). A - intensidade de fagocitose, B —. porcentagem de
fagocitose. * p<0,05 em relacdo ao grupo salina e ndo diferem entre si, #p<0,05 em relacdo ao grupo
ICl, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de mudltiplas comparagfes. n=8
animais/grupo.
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6.6 Experimento 6 — A metirapona previne a diminuic 4o da expressao de

NFKB p65 induzida por MDMA em neutrofilos

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 solucdo para cada 10g
de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecdes de
solucdo salina. Os animais do grupo metirapona receberam uma injecdo de
metirapona na concentracdo de 200mg/kg e uma injecdo de solucdo salina. Os
animais do grupo MDMA receberam uma injecéo de solucéo salina e uma injecao de
MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo Metirapona+MDMA
receberam uma injecdo de metirapona (200mg/kg) e uma injecdo de MDMA
(10mg/kg). Os animais receberam a primeira injecdo 3 horas antes da eutanasia e a
segunda injecdo 1 hora antes da eutanasia. Todos 0s animais em estudo receberam
duas injecbes para eliminar possiveis efeitos do estresse da injecdo. A figura 4

ilustra este esquema de tratamento.
RESULTADOS

A tabela 8 mostra que o tratamento com MDMA induziu uma diminuicdo da

expressdo de NFKB p65 (ativado) e a metirapona foi capaz de prevenir estes efeitos.

A analise estatistica dos dados mostrou que o tratamento com MDMA
diminuiu a expressdo de NFkB na populacdo de neutréfilos (F(3,24)=4,009;
p=0,0197) apds estimulacdo com LPS in vitro e que a metirapona foi capaz de
impedir este efeito, corroborando com o0s resultados obtidos na atividade de
neutréfilos e demonstrando a participagdo do NFKB nos resultados obtidos

anteriormente. Além disso, foi observado que a metirapona per se ndo induziu
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alteracdo na expressao desse fator de transcricdo quando comparado ao grupo

controle. A figura 25 ilustra estes resultados.

Tabela 8 - Efeitos da administracdo prévia de metirapona (200mg/kg) sobre a
diminuicdo da expressédo de NFKB p65 em neutroéfilos induzida por MDMA (10mg/kg)

Grupos

Parametro Salina Metirapona MDMA Metirapona+MDMA

NFkB p65 19,33+1,24 18,72+1,40 17,35+0,52* 18,44+0,94

Os dados representam mediatdesvio padrdo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) do
gate de neutrofilos, *p<0,05 em relacdo aos demais grupos, dentro do mesmo parametro, Teste t-
Student, n=7 animais/grupo.
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Figura 25 — A diminuicdo da expressdo de NFkB p65 induzida por MDMA (10mg/kg) €é inibida pelo
pré-tratamento com metirapona (200mg/kg). *p<0,05 em relacdo aos demais grupos, dentro do
mesmo parametro, Teste t-Student, n=7 animais/grupo. (MIF)=média de intensidade de
fluorescéncia.
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6.7 Experimento 7 — A metirapona n&o previne os efe itos da administracéo de

MDMA sobre a distribuicdo de leucdcitos e sobre o p eso relativo do baco

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 solucdo para cada 10g
de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecdes de
solucdo salina. Os animais do grupo metirapona receberam uma injecdo de
metirapona na concentracdo de 200mg/kg e uma injecdo de solucdo salina. Os
animais do grupo MDMA receberam uma injecéo de solucao salina e uma injecao de
MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo Metirapona+MDMA
receberam uma injecdo de metirapona (200mg/kg) e uma injecdo de MDMA
(10mg/kg). Os animais receberam a primeira injecdo 3 horas antes da eutanasia e a
segunda injecdo 1 hora antes da eutanasia. Todos 0s animais em estudo receberam
duas injecbes para eliminar possiveis efeitos do estresse da injecdo. A figura 4

ilustra este esquema de tratamento.
RESULTADOS

A tabela 9 mostra que o tratamento prévio com metirapona ndo impediu 0s
efeitos da administragéo aguda de MDMA sobre a celularidade do bago e da medula

0ssea, e também nédo preveniu os efeitos do MDMA sobre o peso relativo do bago.

A andlise estatistica dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir
uma diminuigdo da celularidade total da medula 6ssea (F(3,21)=13,01; p<0,0001),
um aumento na celularidade do baco (F(3,21)=8,863; p=0,0005) e n&o causou
alteracbes no numero de leucdcitos totais circulantes; induziu, ainda, uma
diminuicdo no peso relativo do baco (F(3,21)=9,950; p=0,0002) em relagdo aos
animais do grupo controle; replicando-se assim os resultados obtidos durante o

mestrado. Foi possivel observar que o tratamento prévio com metirapona nao
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preveniu os efeitos do MDMA sobre a celularidade da medula e do baco e tampouco
preveniu os efeitos induzidos por MDMA sobre o peso relativo do baco. Além disso,
a metirapona per se ndo foi capaz de alterar significativamente os parametros
avaliados em relacdo aqueles dos animais administrados com solucdo salina. A

figura 26 ilustra estes resultados.

Tabela 9 - Efeitos da administracdo prévia de metirapona (200mg/kg) sobre as
alteracdes na distribuicdo de leucocitos induzida por MDMA (10mg/kg) e sobre a
alteracdo induzida no peso do baco

Grupos
Paréametros Salina Metirapona MDMA Metirapona+MDMA
Medula (celsx10°) 45,0+2,30 42,0+7,70 31,60+6,65* 31,0+4,47*
Baco (celsxlOG) 92,80+14,34 87,17+£22,27 121,1+17,01* 126,3+£13,26*
Pesorelativobago 110039 045:0,018 0,40£0,015* 0,38£0,032*

(g/100gPV)

Os dados representam a mediatdesvio padrdo. *p<0,05 em relacdo aos demais grupos e nao
diferem entre si dentro do mesmo paradmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparacdes. n=6 animais/grupo.
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Figura 26 - A administracdo prévia de metirapona (200mg/kg) ndo impede os efeitos do MDMA
(10mg/kg) sobre a celularidade na medula éssea (A) e no baco (B) e ndo previne os efeitos do MDMA
sobre 0 peso relativo do baco (C).* p<0,05 em relagdo aos demais grupos e ndo diferem entre si.
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparagdes. n=6 animais/grupo.
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6.8 Experimento 8 — O RU-486 nao previne os efeitos da administracao de

MDMA sobre a distribuicdo de leucdcitos e sobre o p eso relativo do baco

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 solucdo para cada 10g
de peso de cada animal, exceto os tratamentos com RU e PEG 400 que foram
realizados pela via subcutanea no volume de 0,1mL por animal. Os animais do
grupo controle receberam duas injecdes de solucdo salina. Os animais do grupo
PEG receberam uma injecdo de PEG 400 e uma injecdo de solucdo salina. Os
animais do grupo RU receberam uma injecdo de RU-486 na concentracdo de 25
mg/kg e uma injecao de solucao salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma
injecdo de solucéo salina e uma injecdo de MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por
fim, os animais do grupo RU+MDMA receberam uma injecdo de RU-486 (25 mg/kg)
e uma injecdo de MDMA (10mg/kg). Todos os animais em estudo receberam duas
injecdes para eliminar possiveis efeitos do estresse da inje¢do. A figura 8 ilustra o

esquema de tratamento.
RESULTADOS

A tabela 10 mostra que o tratamento prévio com RU-486 ndo impediu os
efeitos da administragédo aguda de MDMA sobre a celularidade do bago e da medula

0ssea, e também nédo preveniu os efeitos do MDMA sobre o peso relativo do bago.

A andlise estatistica dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir
uma diminuicdo da celularidade total da medula 6ssea (F(3,21)=38,19; p<0,0001),
um aumento na celularidade do baco (F(3,21)=6,298; p=0,0010) e n&o causou
alteracbes no numero de leucdcitos totais circulantes; induziu, ainda, uma
diminuicdo no peso relativo do baco (F(3,21)=11,65; p<0,0001) em relacdo aos

animais do grupo controle; replicando-se, assim os resultados obtidos anteriormente
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durante o mestrado. Foi possivel observar que o tratamento prévio com RU-486 ndo
preveniu os efeitos do MDMA sobre a celularidade da medula e do baco e tampouco
preveniu os efeitos induzidos por MDMA sobre o peso relativo do baco. Além disso,
0 RU-486 e o PEG 400 per se nao foram capazes de alterar significativamente os
parametros avaliados em relacdo aqueles dos animais administrados com solucao

salina. A figura 27 ilustra estes resultados.

Tabela 10 - Efeitos da administracdo prévia de RU-486 (25mg/kg) sobre as
alteracdes na distribuicdo de leucdcitos induzida por MDMA (10mg/kg) e sobre a
alteracdo induzida no peso relativo do bago

Grupos

Parametros Salina PEG RU MDMA RU+MDMA
Medula (celsxloe) 43,88+4,25 59,20+8,58 69,0+13,32 33,17+2,99* 30,7 8+2,48*
Baco (celsxlos) 85,50+17,38 96,50+12,12 90,60+10,36  120,7+14,68* 106,0+£13,33*

Peso relativo bago

(g/100gPV) 0,44+0,04 0,35+0,007# 0,41+0,02 0,38+0,01 0,36+0,02

Os dados representam a mediatdesvio padréo.#p<0,05 em relagdo aos grupos salina e RU-486,
*p<0,05 em relacdo aos demais grupos e ndo diferem entre si, dentro do mesmo parametro,
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de mdltiplas comparacdes. n=6
animais/grupo.
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Figura 27 - A administracdo prévia de RU-486 (25mg/kg) ndo impede os efeitos do MDMA
(10mg/kg) sobre a celularidade na medula éssea (A) e no bacgo (B) e ndo previne os efeitos do
MDMA sobre o peso relativo do bago (C).#p<0,05 em relacdo aos grupos salina e RU-486,
*p<0,05 em relacdo aos demais grupos e ndo diferem entre si, dentro do mesmo parametro,
Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de mdltiplas comparacdes. n=6
animais/grupo.
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6.9 Experimento 9 — A metirapona previne a alteracd o0 na contagem

diferencial dos leucécitos sanguineos 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 solugcéo para cada 10g de
peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecfes de
solucédo salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injecdo de solucéo
salina e uma injecdo de MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os animais do
grupo Metirapona+MDMA receberam uma injecao de metirapona (200mg/kg) e uma
injecdo de MDMA (10mg/kg). Os animais receberam a primeira injecdo 3 horas antes
da eutanasia e a segunda injecdo 1 hora antes da eutanasia. Todos 0s animais em
estudo receberam duas injecdes para eliminar possiveis efeitos do estresse da

injecdo. A figura 4 ilustra este esquema de tratamento.
RESULTADOS

A tabela 11 mostra que o tratamento prévio com metirapona impediu 0s
efeitos da administracdo aguda de MDMA sobre a porcentagem de neutréfilos e
linfécitos, e que a porcentagem de mondcitos ndo foi alterada por nenhum dos

tratamentos.

A andlise estatistica dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir um
aumento da porcentagem de neutrdéfilos (F(2,15)=4,908; p<0,002), uma diminuicdo
na porcentagem de linfocitos (F(2,15)=11,96; p=0,0008) e ndo causou alteracdes na
porcentagem de mondcitos sanguineos em relacdo aos animais controles,
replicando-se, assim o0s resultados obtidos durante o mestrado. Além disso, foi
possivel observar que o tratamento prévio com metirapona preveniu os efeitos do
MDMA sobre as porcentagens de neutrofilos e linfocitos sanguineos. A figura 28

ilustra estes resultados.
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E importante ressaltar que neste experimento, o grupo metirapona ndo foi

incluido por termos observado nos experimentos anteriores que a metirapona nao

causava alteracOes estatisticas significantes e desta forma, minimizamos o namero

de animais utilizados. Aléem disso, ndo 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 poderiamos poupar um bom nimero de animais.

Tabela 11 - Efeitos da administracdo prévia de metirapona (200mg/kg) sobre as
alteracdes nas porcentagens de leucocitos sanguineos induzida por MDMA

(10mg/kg)

Grupos
Parametros Salina MDMA Metirapona+MDMA
Monécitos (%) 2,00+1,41 1,5+1,0 2,040,70
Neutréfilos (%) 44,4+3,36 52,57+6,99* 44,8+2,95
Linfécitos (%) 53,0+1,87 43,2+5,89* 59,38+7,09**

Os dados representam a mediatdesvio padrédo. *p<0,05 em relagdo ao grupo salina,
* em relacdo ao grupo MDMA, dentro do mesmo parédmetro, Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparag6es. n=6 animais/grupo.
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Figura 28 — Contagem diferencial de leucécitos sanguineos. (A) Porcentagem de
neutréfilos e (B) porcentagem de linfocitos. . *p<0,05 em relagdo ao grupo salina, **
em relacao ao grupo MDMA, dentro do mesmo parametro, Anova de uma via seguido
do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparac¢des. n=6 animais/grupo.
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6.10 Experimento 10 — A 6-OHDA né&o previne os efeit o0s da administracéo de

MDMA sobre a distribuicdo de leucdécitos e sobre o p eso relativo do baco

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 solu¢gdes usadas
para cada 10g de peso corporal de cada animal. Os animais do grupo controle
receberam duas injecbes de solugdo salina. Os animais do grupo 6-OHDA
receberam uma injecdo de 6-OHDA, diluido em salina+Vitamina C, na concentracao
de 200mg/kg e uma injecdo de solugdo salina. Os animais do grupo MDMA
receberam uma injecédo de solucéo salina e uma injecdo de MDMA na concentracao
10mg/kg. Por fim, os animais do grupo 6-OHDA+MDMA receberam uma injecao de
6-OHDA (200mg/kg) e uma injecdo de MDMA (10mg/kg). Os camundongos
receberam a primeira injecdo 3 dias antes da eutanasia e a segunda inje¢cdo uma
hora antes da eutandsia. Todos os animais em estudo receberam duas inje¢cdes

para eliminar possiveis efeitos do estresse da injecdo, como ilustrado na figura 15 .
RESULTADOS

A tabela 12 mostra que o tratamento prévio com 6-OHDA nao impediu os
efeitos da administragéo aguda de MDMA sobre a celularidade do bago e da medula

0ssea, e também nédo preveniu os efeitos do MDMA sobre o peso relativo do bago.

A andlise estatistica dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir
uma diminuigdo da celularidade total da medula 6ssea (F(3,21)=8,411; p=0,0004),
um aumento na celularidade do baco (F(3,21)=110,0; p<0,0001) e n&o causou
alteracbes no numero de leucdcitos totais circulantes; induziu, ainda, uma
diminuicdo no peso relativo do baco (F(3,21)=21,97; p<0,0001) em relagdo aos

animais do grupo controle; replicando-se assim, os resultados obtidos durante o
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mestrado. Foi possivel observar que o tratamento prévio com 6-OHDA nao preveniu
os efeitos do MDMA sobre a celularidade da medula e do bago e tampouco preveniu
os efeitos induzidos por MDMA sobre o peso relativo do baco. Além disso, a 6-
OHDA induziu per se alteracdes significantes em todos os parametros avaliados em
relacdo aos animais do grupo controle e acreditamos que este fato tenha dificultado

observar inibicdo dos efeitos do MDMA. A figura 29 ilustra estes resultados.

Tabela 12 - Efeitos da administracdo prévia de 6-OHDA (200mg/kg) sobre as
alteracdes na distribuicdo de leucocitos induzida por MDMA (10mg/kg) e sobre a
alteracdo induzida no peso relativo do bago

Grupos
Paréametros Controle 6-OHDA MDMA 6-OHDA+MDMA
Medula (celsx10°%) 39,98+7,55 28,06+5,02# 28,64+2,88# 28,88+5,73#
Bagco (celsx10°) 122,7+10,78 62,75+4,96** 149,3+10,35* 61,00+13,05**
Peso relativo bago
0,43+0,02 0,38+0,03** 0,38+0,01** 0,33+0,02*

(g/100gPV)

Os dados representam a mediatdesvio padrao. *p<0,05 em relacdo a todos os grupos, **p<0,05
em relacdo aos outros grupos e nao diferem entre si, #p<0,05 em relacdo ao grupo controle e nao
diferem entre si dentro do mesmo paradmetro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparacdes. n=6 animais/grupo.
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Figura 29 - A administracdo prévia de 6-OHDA (200mg/kg) ndo impede os efeitos do MDMA
(10mg/kg) sobre a celularidade na medula éssea (A) e no baco (B) e ndo previne os efeitos do MDMA
sobre o peso relativo do baco (C).* p<0,05 em relacdo a todos os grupos, **p<0,05 em relacdo aos
outros grupos e ndo diferem entre si, #p<0,05 em relacdo ao grupo controle e ndo diferem entre si
dentro do mesmo parametro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas
comparacdes. n=6 animais/grupo.



106

6.11 Experimento 11 - O ICI 118,551 previne os efei tos da administracdo de

MDMA sobre a distribuicdo de leucdcitos e sobre o p eso relativo do baco
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 solucéo para
cada 10g de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas
injecdes de solucao salina. Os animais do grupo ICI receberam uma injecao de ICI-
118,551 na concentracdo de 15mg/kg e uma injecao de solucdo salina. Os animais
do grupo MDMA receberam uma injecéo de solucéo salina e uma injecdo de MDMA
na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os animais do grupo ICI+MDMA receberam uma
injecdo de ICI (15mg/kg) e uma injecdo de MDMA (10mg/kg). Os animais receberam
a primeira injecéo 2 horas antes da eutanasia e a segunda injecédo 1 hora antes da
eutanasia. Todos os animais em estudo receberam duas inje¢cdes para eliminar
possiveis efeitos do estresse da injecdo. A figura 22 ilustra este esquema de

tratamento.

RESULTADOS

A tabela 13 mostra que o tratamento prévio com ICI 118,551 preveniu 0s
efeitos da administracdo aguda de MDMA sobre a celularidade do baco e da medula

0ssea, e também sobre os efeitos do MDMA no peso relativo do baco.

A analise estatistica dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir
uma diminuicdo da celularidade total da medula éssea (F(3,21)=12,68; p<0,0001),
um aumento na celularidade do baco (F(3,21)=9,387; p=0,0005) e ndo causou
alteracbes no numero de leucocitos totais circulantes; induziu, ainda, uma
diminuicdo no peso relativo do baco (F(3,21)=7,081; p=0,0017) em relacdo aos

animais do grupo controle; replicando-se assim, os resultados obtidos anteriormente



107

e também durante o mestrado. Foi possivel observar que o tratamento prévio com
ICI preveniu os efeitos do MDMA sobre a celularidade da medula e do baco e
também preveniu os efeitos induzidos por MDMA sobre o peso relativo do baco.
Além disso, o ICI per se ndo induziu alteragBes significantes nos parametros
avaliados em relacdo aos animais administrados com solucdo salina. A figura 30

ilustra estes resultados.

Tabela 13 - Efeitos da administracdo prévia de ICI 118,551 (15mg/kg) sobre as
alteracdes na distribuicdo de leucdcitos induzida por MDMA (10mg/kg) e sobre a
alteracao induzida no peso relativo do baco

Grupos
Paréametros Controle ICI MDMA ICI+MDMA
Medula (celsx10°%) 39,98+7,55 34,81+3,49 28,64+2,88* 41,88+4,67
Bagco (celsx10°) 122,7+10,78 107,3+11,62 149,3+10,35* 120,0+17,54
Peso relativo bago
0,43+0,02 0,44+0,02 0,38+0,01* 0,42+0,03

(g/100gPV)

Os dados representam a mediatdesvio padréo. *p<0,05 em relacdo a todos os grupos dentro do

mesmo parametro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas
comparacdes. n=6 animais/grupo.
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Figura 30 — A administracao prévia de ICI (15mg/kg) previne os efeitos do MDMA (10mg/kg) sobre a
celularidade na medula éssea (A) e no baco (B) e previne os efeitos do MDMA sobre o peso relativo
do baco (C). *p<0,05 em relacdo a todos os grupos dentro do mesmo parédmetro, Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas compara¢des. n=6 animais/grupo.
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6.12 Experimento 12 — O ICI 118,551 nado previne a a Iteracdo na contagem
diferencial dos leucdécitos sanguineos 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 solucdo para cada 10g
de peso de cada animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecdes de
solucédo salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injecdo de solucéo
salina e uma injecdo de MDMA na concentracdo 10mg/kg. Por fim, os animais do
grupo ICI+MDMA receberam uma injecao de ICI (15mg/kg) e uma injecdo de MDMA
(10mg/kg). Os animais receberam a primeira injecdo 2 horas antes da eutanasia e a
segunda injecdo 1 hora antes da eutanasia. Todos 0s animais em estudo receberam
duas injecdes para eliminar possiveis efeitos do estresse da injecdo. A figura 22

llustra este esquema de tratamento.

RESULTADOS

A tabela 14 mostra que o tratamento prévio com ICl ndo impediu os efeitos da
administracdo aguda de MDMA sobre a porcentagem de neutréfilos e linfécitos, e

gue a porcentagem de mondcitos nado foi alterada por nenhum dos tratamentos.

A andlise estatistica dos dados mostrou que o MDMA foi capaz de induzir um
aumento da porcentagem de neutrdéfilos (F(2,15)=4,129; p=0,003), uma diminuicdo
na porcentagem de linfocitos (F(2,15)=4,129; p=0,03) e ndo causou alteracdes na
porcentagem de mondcitos sanguineos em relacdo aos animais controles,
replicando-se assim, os resultados obtidos durante o mestrado. Além disso, foi
possivel observar que o tratamento prévio com ICI ndo preveniu os efeitos do MDMA

sobre nenhum dos parametros avaliados. A figura 31 ilustra estes resultados.
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E importante ressaltar que neste experimento, o grupo ICI néo foi incluido por
termos observado nos experimentos anteriores que o tratamento com ICI 118,551
nao causou alteracbes estatisticas significantes e desta forma, minimizamos o
namero de animais utilizados. Além disso, ndo repetimos este experimento com 6-
OHDA por termos observado no experimento 10 que esta substancia apresentou
efeitos per se nestes parametros e desta forma, também poupamos um bom ndamero

de animais.

Tabela 14 - Efeitos da administracdo prévia de metirapona (200mg/kg) sobre as
alteracdes nas porcentagens de leucocitos sanguineos induzida por MDMA
(10mg/kg)

Grupos
Parametros Salina MDMA ICI+MDMA
Monécitos (%) 2,33+0,57 2,66+0,58 1,8340,75
Neutréfilos (%) 37,3345,68 52,20+9,25* 50,90+7,4
Linfocitos (%) 58,0+6,08 44,0+6,59* 46,06,16**

Os dados representam a mediatdesvio padrdo. *p<0,05 em relacdo ao grupo salina e
néo diferem entre si, dentro do mesmo parédmetro, Anova de uma via seguido do teste
de Tukey-Kramer de multiplas comparagdes. n=6 animais/grupo.
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Figura 31 - Contagem diferencial de leucécitos sanguineos. (A) Porcentagem de neutrofilos e (B)
porcentagem de linfécitos. . *p<0,05 em relacdo ao grupo salina e ndo diferem entre si, dentro do
mesmo parametro, Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparacdes.

n=6 animais/grupo.
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6.13 Experimento 13 - O MDMA induz mielossupressdao  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
infeccdo experimental com LM para observarmos se as alteracdes induzidas por
MDMA na atividade de neutrdfilos e na distribuicdo de leucdcitos seria capaz de

prejudicar a resposta desses animais a infeccéao.

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 injecao, todos os animais foram tratados pela via i.p. com
volume de 0,1 mL de solucdo para cada 10g de peso de cada animal. Na segunda
injecdo, todos os animais foram tratados pela via i.p. com volume de 0,2 mL de
solucdo por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecdes de
solugéo salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injecdo de MDMA (10,0
mg/kg) e uma injecao de solucdo salina. Os animais do grupo LM receberam uma
injecdo de solucdo salina e uma injecdo de LM diluida (dose subletal) em solucéo
salina. Por fim, os animais do grupo MDMA+LM receberam uma injecdo de MDMA
(10mg/kg) e uma injecdo de LM diluida (dose subletal) em solucdo salina. Os
animais receberam a primeira injecdo 1 hora antes da inoculacdo da bactéria e
foram submetidos a eutanasia apds 24h, 48h e 72h da inoculac@o. Todos os animais
em estudo receberam duas injecdes para eliminar possiveis efeitos do estresse da

injecdo. A figura 32 ilustra este esquema de tratamento.
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Figura 32 - Esquema de tratamento empregado para avaliar os efeitos da infeccdo por Listeria
monocytogenes em camundongos Balb/C tratados com MDMA (10,0mg/kg).

RESULTADOS

A tabela 15 mostra os efeitos produzidos pela administragdo de MDMA sobre
o numero de CFU-GM da medula 6ssea e baco de animais ndo infectados e
infectados com dose subletal de L. monocytogenes. Nos animais nao infectados, o
tratamento com MDMA foi capaz de causar uma mielosupressao ja 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) apds o tratamento em
relagdo aos animais tratados com salina e ndo infectados. Além disso, como ja era
esperado, os animais infectados tratados ou ndo com MDMA, apresentaram uma
mielossupressdo em relagcdo aos animais controles n&o infectados, sendo esta
mielossupressdo ainda mais drastica nos animais infectados tratados com MDMA
apos 72h da infeccdo, demonstrando o potencial imunossupressor desta droga.

Em relacdo a hematopoese extamedular, a andlise estatistica dos dados
demonstrou que o tratamento com MDMA em animais nao infectados foi capaz de
aumentar expressivamente o numero de CFU-GM no baco nas 24h (F(3,20)=11,26;
p=0,0002) e 48h (F(3,20)=14,14; p<0,0001) apos o tratamento em relacdo aos
outros grupos. A infecgcdo com LM produziu um aumento significativo no nimero de

colénias esplénicas apds 48h e 72h da infec¢do, sendo que os animais infectados



113

tratados com MDMA apresentaram um aumento ainda mais expressivo apos 72h da

infeccdo (F(3,20)=81,17; p<0,0001) quando comparado aos demais grupos. As

figuras 33 e 34 ilustram estes resultados e para melhor visualizacdo dos efeitos os

dados foram representados como porcentagem em relagéo ao controle.

Tabela 15 - Efeitos induzidos pela administracdo de 10,0 mg/kg de MDMA sobre o
namero de CFU-GM da medula 6ssea e baco de animais ndo infectados e
infectados com dose subletal de LM.

Grupos

Tempos Salina MDMA LM MDMA+LM
24 h 3,097+1,040  1,568+0,664*  2275+0,424*  1,702+0,073*
'\gzg:'aa 48 h 8,401+ 1,545 2,120+ 0,465*  1,647+0,006* 1,025+ 0,022*
72 h 6,125+ 0,782  4,125:0,550#  2,275¢1,051#  0,683+0,127#

24 h 23,76%6,440  36,00£10,05* 16,130,454 19,260,805

Bago 48 h 10,610,483  116,3+47,98¢  72,54+39,44* 16,203,542
72 h 7,560£0,966  5,580:0,161  111,1#28,17#  229,0+50,23#

Os dados representam a mediatdesvio padrdo, correspondente ao nimero de CFU-GM da
medula dssea e do baco. *p<0,05 em relagdo ao grupo salina e ndo diferem entre si, #p<0,05 em
relagdo ao grupo salina e diferem entre si, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via

seguido do teste de Tukey-Kramer de miltiplas comparac¢des. n=6 animais/grupo.
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Figura 33 - Efeitos produzidos pela administracdo de 10,0 mg/kg de MDMA sobre o nimero de CFU-
GM da medula éssea de animais nao infectados e infectados com dose subletal de LM. * p<0,05 em
relagdo ao grupo salina e ndo diferem entre si, #p<0,05 em relagéo ao grupo salina e diferem entre si,
dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de
multiplas comparacdes. n=6 animais/grupo. Representacao grafica como porcentagem em relacéo ao
grupo controle (salina).
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Figura 34 - Efeitos produzidos pela administragédo de 10,0 mg/kg de MDMA sobre o nimero de CFU-
GM do bago de animais néo infectados e infectados com dose subletal de LM. * p<0,05 em relacdo a
todos os grupos, #p<0,05 em relacdo aos demais grupos e diferem entre si, dentro do mesmo
periodo de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de mdltiplas comparacdes.
n=6 animais/grupo. Representacao grafica como porcentagem em relacéo ao grupo controle (salina).
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6.14 Experimento 14 — O MDMA nao altera a atividade estimuladora de
coldénias (CSA) de progenitores da medula 6ssea 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 injecao, todos os animais foram tratados pela via i.p. com
volume de 0,1 mL de solucéo para cada 10g de peso de cada animal. Na segunda
injecdo, todos os animais foram tratados pela via i.p. com volume de 0,2 mL de
solugdo por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecdes de
solugéo salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injecdo de MDMA (10,0
mg/kg) e uma injecao de solucdo salina. Os animais do grupo LM receberam uma
injecdo de solucdo salina e uma injecdo de LM diluida (dose subletal) em solucéo
salina. Por fim, os animais do grupo MDMA+LM receberam uma injecdo de MDMA
(10mg/kg) e uma injecdo de LM diluida (dose subletal) em solu¢do salina. Os
animais receberam a primeira injecdo 1 hora antes da inoculacdo da bactéria e
foram submetidos a eutanasia apds 24h, 48h e 72h da inoculag@o. Todos os animais
em estudo receberam duas injecdes para eliminar possiveis efeitos do estresse da

injecdo. A figura 32 ilustra este esquema de tratamento.

Resultados

A tabela 16 mostra a avaliacdo de CSA no soro de animais ndo infectados e
infectados com dose subletal de LM tratados ou ndo com MDMA. A andlise
estatistica dos dados mostrou que nos animais tratados com MDMA e néo
infectados néo se observou efeito sobre o crescimento e diferenciacdo de células

progenitoras da medula éssea de animais naive.
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A presenca da infeccdo induziu um aumento nos niveis séricos de CSA nos
animais infectados e nédo tratados com MDMA em relacdo aos outros grupos apos
24h (KW=19,14; p=0,0003) da infeccdo; este aumento foi observado nos animais
infectados tratados e nao tratados com MDMA apés 48h (KW=20,28; p=0,0001) e
72h (KW=20,35; p=0,0001) da infeccdo em relacdo aos animais nao infectados,
demonstrando que o tratamento com MDMA em animais infectados nao altera os
nives de CSA em relacdo aos animais infectados e nao tratados. A figura 35 ilustra

esses resultados.

Tabela 16 - Efeitos induzidos pela administracdo de 10,0 mg/kg de MDMA sobre a
atividade estimuladora de colénias no soro de animais ndo 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 mediatdesvio padrao, correspondente as unidades de CSA/mL do soro
de animais infectados e nado infectados por LM. *p<0,05 em relacdo aos demais grupos, #p<0,05
em relagdo aos grupos salina e MDMA e séo diferentes entre si, dentro do mesmo periodo de
tempo. Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de mdltiplas comparacdes. n=6
animais/grupo.
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Figura 35 - Efeitos da administracdo de 10,0 mg/kg de MDMA sobre a atividade estimuladora de
coldnias (CSA) no soro de animais ndo infectados e infectados com dose subletal de LM. *p<0,05 em
relacdo aos demais grupos, #p<0,05 em relac@o aos grupos salina e MDMA e séo diferentes entre si,
dentro do mesmo periodo de tempo. Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de
multiplas comparag¢des. n=6 animais/grupo.
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6.15 Experimento 15 — O MDMA induz alteracdo na dis tribuicdo de leucdcitos
no sangue, baco e medula 0ssea 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 injecao, todos os animais foram tratados pela via i.p. com

volume de 0,1 mL de solucdo para cada 10g de peso de cada animal. Na segunda

injecdo, todos os animais foram tratados pela via i.p. com volume de 0,2 mL de
solucdo por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecdes de

solucéo salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injecdo de MDMA (10,0

mg/kg) e uma injecdo de solucdo salina. Os animais do grupo LM receberam uma

injecdo de solucéo salina e uma injecdo de LM diluida (dose subletal) em solucdo
salina. Por fim, os animais do grupo MDMA+LM receberam uma injecdo de MDMA

(10mg/kg) e uma injecdo de LM diluida (dose subletal) em solu¢do salina. Os

animais receberam a primeira injecdo 1 hora antes da inoculacdo da bactéria e

foram submetidos a eutanasia apds 24h, 48h e 72h da inocula¢@o. Todos os animais

em estudo receberam duas injecdes para eliminar possiveis efeitos do estresse da

injecdo. A figura 32 ilustra este esquema de tratamento.

RESULTADOS

A tabela 17 mostra a distribuicdo de leucdcitos totais no sangue, baco e
medula 0ssea de animais tratados ou ndo com MDMA (10,0mg/kg) nédo infectados e
infectados com dose subletal de L. monocytogenes. A analise estatistica dos dados

mostrou em relacdo aos animais dos grupos nao infectados que o0s animais
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infectados tratados com MDMA apresentaram uma diminuicdo no numero de
leucdcitos totais no sangue 72h apos (F(3,20)=4,803; p=0,0112) a infeccdo e o
mesmo ocorreu na medula 6ssea 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) apds a infeccdo por LM; tambéem
observamos um aumento da celularidade do baco 72h (KW=10,98; p=0,018) apos a
infeccdo no grupo tratado com MDMA em relacéo ao grupo tratado néo infectado. O
peso relativo do baco apresentou um aumento induzido pela infecgcdo apds 48h
(F(3,20)=13,90; p<0,0001) e 72h (F(3,20)=16,19; p<0,0001) quando comparado aos

grupos nao infectados. As figuras 36, 37, 38 e 39 ilustram esses resultados.



Tabela 17 — Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a distribuicdo de
leucécitos totais no sangue, baco e medula éssea de animais ndo infectados e

infectados com dose subletal de LM.
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Grupos
Tempo Parametros Salina MDMA LM MDMA+LM
Sangue (cels 5767+1,362 536742307 5683+1751  6417+1,300
x10°/mm~)
Baco (cels x10 °’mm?®) 368,3+84,27 366,9+88,64  415,4+112,5 335,8487,51
24 h :
MedulaGssea (Gels g 5144766  22,67+4,890  23,79+43992  20,13+4,224*
x10°/mm~)
Pesorelativodobago 15,6050  0495:0045 05080050  0.528:0,096
(g/lOOgPV) ’ Sl 1 ’ bl 1 1 -_— t 1 - t
Sangue (cels 4,633+1.823 4,950+0,8803 5133+1042  5,667+1,048
x10°/mm~)
Baco (cels x10 */mm®) 369,2+130,6 438,9+79,43  534,9+135,9 541,2+139,2
48 h :
Medulaossea (cels ;51,1198 460041260 32,5443444  23.79+1 853
x10°/mm?~)
Peso relativo do baco
0,526+0,075 0,516+0,053 0,693+0,055% 0,686+0,068%#
(9/100gPV)
Sangue (cels 5283+1272 5283+09174 6.350+1,355 3,067+0,6802%*
x10°/mm~)
Baco (cels x10 */mm®) 340,5+52,43 303,4+66,00  455,7+82,83  535,2+142 6#
72h Medula 6ssea (cels
o5ed | 35,25+7,601 36,04+4.721 245446847+ 19,88+6 555
x10°/mm~)
Peso relativo do baco
0,5430,061 0,495:0,047 0,84140,131% 0,783+0,143*#

(g/100gPV)

Os dados representam a mediatdesvio padrdo, correspondente a contagem de células totais e
peso relativo do baco de animais infectados e néo infectados por LM. *p<0,05 em relacdo ao
grupo salina, #p<0,05 em relacdo ao grupo MDMA e néo diferem entre si, ** p<0,05 em relacdo ao
grupo LM, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparacdes ou o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de
multiplas comparagdes. n=6 animais/grupo.
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Figura 36 — Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a contagem de leucécitos totais
no sangue de animais nao infectados e infectados com dose subletal de LM. ** p<0,05 em relacédo
ao grupo LM, dentro do memso periodo de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparacdes ou o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de
multiplas comparag¢des. n=6 animais/grupo.
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Figura 37 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a contagem de leucécitos totais
no baco de animais néo infectados e infectados com dose subletal de LM. #p<0,05 em relacéo ao
grupo MDMA e nao diferem entre si, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparacdes ou o teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn’s de multiplas comparacdes. n=6 animais/grupo.
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Figura 38 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a contagem de leucdcitos totais
na medula 6ssea de animais nao infectados e infectados com dose subletal de LM. *p<0,05 em
relacdo ao grupo salina, #p<0,05 em relacdo ao grupo MDMA e néo diferem entre si, dentro do
mesmo periodo de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de mdultiplas
comparacdes ou o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de multiplas
comparacdes. n=6 animais/grupo.
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Figura 39 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre o peso relativo do bago de
animais ndo infectados e infectados com dose subletal de LM. *p<0,05 em relacdo ao grupo
salina, #p<0,05 em relacdo ao grupo MDMA e nao diferem entre si, dentro do mesmo periodo de
tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas comparacdes ou o teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s de mdultiplas comparacdes. 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 injecao, todos os animais foram tratados pela via i.p. com
volume de 0,1 mL de solucdo para cada 10g de peso de cada animal. Na segunda
injecdo, todos os animais foram tratados pela via i.p. com volume de 0,2 mL de
solucdo por animal. Os animais do grupo controle receberam duas injecdes de
solucéo salina. Os animais do grupo MDMA receberam uma injecdo de MDMA (10,0
mg/kg) e uma injecao de solucdo salina. Os animais do grupo LM receberam uma
injecdo de solucdo salina e uma injecédo de LM diluida (dose subletal) em solucdo
salina. Por fim, os animais do grupo MDMA+LM receberam uma injecdo de MDMA
(10mg/kg) e uma injecdo de LM diluida (dose subletal) em solucdo salina. Os
animais receberam a primeira injecdo 1 hora antes da inoculacdo da bactéria e
foram submetidos a eutanasia ap0s 24h, 48h e 72h da inoculacdo para coleta de
sangue e subsequente analise de citocinas no soro. Todos os animais em estudo
receberam duas injecdes para eliminar possiveis efeitos do estresse da injecdo. A

figura 32 ilustra este esquema de tratamento.

RESULTADOS

Como esperado, os animais ndo infectados (sem estimulo) apresentaram
niveis basais muitos baixos e até mesmo indetectaveis das diferentes citocinas
avaliadas; somente os animais infectados apresentaram expressao significativa das
diferentes citocinas e quimiocina, as diferencas entre os grupos podem ser

observadas na tabela 18.
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A analise estatistica dos dados, confirmando informacgdes anteriores, mostrou
gue os animais nao infectados e tratados com MDMA nao apresentaram alteracdes
significativas na expressdao de nenhuma das citocinas e quimiocina analisadas
quando comparados com 0s animais do grupo controle néo infectados.

Observamos que o tratamento com MDMA foi capaz de induzir uma tendéncia
a diminuicdo nos niveis de 1L12p70, TNF, IFNy, MCP-1 e IL-6 nos animais infectados
em relagcdo aos animais infectados néo tratados nas primeiras 24h de infeccdo. No
entanto, 48h apos a infeccdo, os niveis destas citocinas nos animais tratados e
infectados, apresentaram um aumento em sua expressao igualando-se aqueles dos
animais infectados e ndo tratados. Por fim, 72h apds a infec¢do, observou-se um
aumento significativo destas citocinas nos animais tratados e infectados quando
comparados aos animais infectados e ndo tratados. De forma geral, podemos
afirmar que o tratamento com MDMA inibiu o inicio da resposta imune inflamatoria
nas primerias 24h, passando por um perido de transicdo em 48h e iniciando-se uma
resposta inflamatéria muito robusta e descontrolada, provavelmente pelo fato de a
replicacdo da bactéria ndo ter sido contralada no inicio da infeccao. Além disso,
observamos que os niveis de IL-10 estavam aumentados nos animais infectados e
nao tratados apds 72h da infeccdo para reestabelecimento da homeostase, o que
nao aconteceu com 0s animais do grupo tratado com MDMA e infectados. As

figuras 40, 41, 42, 43, 44 e 45 ilustram estes resultados.



Tabela 18 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a dosagem de
citocinas e quimiocina no soro de animais nao infectados e infectados com dose

subletal de LM

Grupos
Tempo Parametros Salina MDMA LM MDMA+LM
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 29,949,5* 20,5+7,9*
IFN-y 0,9+0,5 1,1+0,6 212,2+67,1* 122,0+46,7*#
24h 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+0,8 267,9466,2* 61,2+21,2#
IL-10 1,1+2,5 0,0+0,0 3,2+3,3 0,6+1,4
IL12p70 0,4+0,8 0,0+0,0 1,5+2,3* 3,5+2,0*
TNF 7,917 6,4+1,5 38,6+6,4* 44.2+7,1*
IFN-y 1,0+0,6 1,8+0,5 619,4+189,2* 556,6+141,2*
o MCP-1 24,9+13,3 15,542,2 442,9+102,8* 384,6+116,6*
IL-6 2,117 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
IL12p70 0,020,0 0,0£0,0 8,1+3,7* 8,9+3,6*
TNF 5,041,1 7,8+1,5 102,3+93,7 210,9£79,8*
oh IFN-y 1,210,1 1,440,2  1125,0£730,6%  1971,0+512,1*
MCP-1 16,613,4 15,542,3 341,9+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 4,52 7* 0,7+1,6#

125

Os dados representam a mediatdesvio padrdo. *p<0,05 em relagdo ao grupo salina e MDMA nao
infectados, #p<0,05 em relacdo ao grupo LM, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma
via seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas compara¢des. n=6 animais/grupo.
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Figura 40 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressao de IL12p70 no soro
de animais infectados e nao infectados com LM. *p<0,05 em relagdo ao grupo salina e MDMA nao
infectados, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-
Kramer de multiplas comparacdes. n=6 animais/grupo.
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Figura 41 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressdo de TNF no soro de
animais infectados e néo infectados com LM. *p<0,05 em relacdo ao grupo salina e MDMA néo
infectados, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via seguido do teste de Tukey-Kramer
de multiplas comparag8es. n=6 animais/grupo.
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Figura 42 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressao de IFNy no soro de
animais infectados e ndo infectados com LM. *p<0,05 em relacdo ao grupo salina e MDMA nao
infectados, #p<0,05 em relacdo ao grupo LM, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de mltiplas compara¢des. n=6 animais/grupo.
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Figura 43 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressdo de MCP-1 no soro de
animais infectados e ndo infectados com LM. *p<0,05 em relacdo ao grupo salina e MDMA nao
infectados, #p<0,05 em relacdo ao grupo LM, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de miltiplas comparac¢des. n=6 animais/grupo.



128

#
500- x .
Salina
MDMA
~ * (] MDMA+LM
£ 300+ I
Es)
2
© 2004 *
|
- *
100- #
o []
24 h 48 h 72 h

Figura 44 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressao de IL-6 no soro de
animais infectados e nao infectados com LM. *p<0,05 em relacdo ao grupo salina e MDMA néao
infectados, #p<0,05 em relacdo ao grupo LM, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de mltiplas compara¢des. n=6 animais/grupo.
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Figura 45 - Efeitos do tratamento com MDMA (10,0 mg/kg) sobre a expressao de IL-10 no soro de
animais infectados e nao infectados com LM. *p<0,05 em relacdo ao grupo salina e MDMA néao
infectados, #p<0,05 em relacdo ao grupo LM, dentro do mesmo periodo de tempo. Anova de uma via
seguido do teste de Tukey-Kramer de multiplas compara¢des. n=6 animais/grupo.
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que 60 minutos apds a administracao
de MDMA na dose 10mg/kg, houve uma diminui¢cdo do burst oxidativo de neutrofilos
induzido por SAPI e PMA, assim como, da porcentagem e da intensidade da
fagocitose dos neutréfilos sanguineos; também observamos uma diminuicdo da
celularidade total da medula 6ssea e aumento da mesma no baco e diminuicdo do
peso relativo do baco. Observamos ainda, que o tratamento com MDMA foi capaz de
aumentar a porcentagem de neutréfilos e de diminuir a porcentagem de linfocitos
sanguineos, assim como, por nds observado anteriormente (De Paula et al., 2009);
este fato nos levou a sugerir que nossos achados fossem decorréncia de aumento
induzido pelo MDMA nos niveis 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 apés administracdo desta
droga em todos os parametros avaliados da atividade de neutrdfilos; mais
precisamente, observamos que os efeitos induzidos pelo MDMA sobre a atividade
de neutrdfilos foram mediados pela diminuicdo da ativacdo de NFkB, efeito este
inibido pela metirapona. Além disso, observamos que as alteracdes nas
porcentagens de neutréfilos e linfocitos sanguineos induzidas pelo MDMA também
foram prevenidas pela admistracdo prévia de metirapona.

No entanto, os tratamentos com metirapona ou RU-486 nao foram capazes
de impedir as alteracdes de celularidade da medula 6ssea e do baco ou a
diminuicdo no peso relativo do bago induzidos por MDMA. Desta forma, pareceu-nos
que estes efeitos poderiam ser advindos de uma ativacdo do SNS. De fato,
mostramos que o MDMA induziu um aumento nos niveis plasmaticos de adrenalina

e noradrenalina.
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Neste sentido, observamos que o tratamento prévio com 6-OHDA, ao
contrario, ndo preveniu os efeitos do MDMA sobre a diminuicdo da atividade de
neutrofilos; porém o tratamento com propranolol foi capaz de inibir os efeitos do
MDMA sobre os parametros de atividade de neutrofilos. Para esclarecer este fato,
mostramos que o propranolol impediu a acdo do MDMA sobre a atividade dos
neutréfilos ndo em decorréncia de uma acdo como antagonista nao seletivo de
receptores 3 adrenérgicos, mas sim pela sua capacidade de inibir a atividade do eixo
HPA e, consequente, pela reducdo da concentracdo 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 32
e observamos que ele ndo foi capaz de inibir os efeitos induzidos por MDMA quer na
atividade de neutrdfilos quer na contagem diferencial de leucocitos sanguineos; no
entanto, o tratamento com ICI 118,551 preveniu as alteracdes de celularidade da
medula 6ssea e do baco e também a diminuicdo do peso relativo do baco induzidos
por MDMA.

Desta forma, parece-nos possivel afirmar que os efeitos induzidos pelo
MDMA sobre a atividade de neutréfilos e sobre a contagem diferencial de neutréfilos
e linfocitos se devam a uma acgéo da corticosterona enquanto que as catecolaminas
periféricas estariam envolvidas na alteracdo de distribuicdo de leucocitos entre o
baco e a medula 6ssea e na diminui¢éo do peso relativo do baco.

No contexto da presente discussao € importante ressaltar gue o0 MDMA induz
alteracbes neuroquimicas, comportamentais e enddcrinas, semelhantes aquelas
produzidas por exposicdo a um estresse agudo, sugerindo este fato, ser ele um
estressor quimico (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 integracdo do organismo, sendo ativado em resposta a estimulos
estressores ambientais ou quimicos ou na vigéncia de disturbios homeostaticos
(Mcewen, 1998; 2000c; b; a; Alves et al., 2006; Palermo-Neto et al., 2008; De Paula
et al., 2009; Pinheiro et al., 2011). FArmacos com acdo no SNC como, por exemplo,
a anfetamina (Ligeiro-Oliveira et al., 2004; Ligeiro De Oliveira et al., 2008) e 0o 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 0o SNS com
consequente liberacdo de corticosterona, noradrenalina e adrenalina na circulacéo,
respectivamente.

Neste sentido, evidéncias tém demonstrado a participacdo dos GCs na
modulacdo das respostas observadas apdés administracdo de anfetamina. Swerdlow
et al. (1993) mostraram que a administragdo aguda de anfetamina, por via
subcuténea, nas doses de 1,0 e 5,0 mg/Kg aumentou os niveis plasmaticos de
ACTH e de corticosterona, o que configurava a ocorréncia de uma ativagao do eixo
HPA; mostraram, também, que estes aumentos ocorriam de forma dose-
dependente, e que os efeitos que observaram podiam ser prevenidos pela
imunoneutralizacdo do CRH. Ligeiro-Oliveira et al. (2004) constataram, em Nnossos
laboratérios, que ratos tratados com anfetamina apresentaram niveis aumentados de
corticosterona sérica, confirmando informacgfes prévias de que o tratamento com
anfetamina induzia ndo apenas alteragbes comportamentais indicativas de estresse,
mas também que ativava o eixo HPA.

Em 2004, Connor et al.’, mostraram que ratos tratados com 10mg/kg de

MDMA apresentaram diminui¢cdo do burst oxidativo de neutrofilos em resposta ao

2 CONNOR, T.J. Methylenodioxymethamphetamine (MDM&STASY) suppresses zymosan-induced
oxidative burst in neutrophils. Mensagem recebiolavivi_ferraz@terra.com.br em 08 agosto, 2006.
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zymosan opsonizado. Mais especificamente, verificaram em ratos que a
administracdo de 20 mg/kg de MDMA 30 minutos antes dos testes suprimia a
proliferacdo de linfocitos induzida por Con-A, e reduzia a contagem total de
leucdcitos sanguineos (Connor et al., 1998; Connor et al., 2000); mostraram, ainda,
que essas alteracbes eram acompanhadas por um aumento nos niveis plasmaticos
de corticosterona que persistiram durante 6 horas (Connor et al., 1998). Estes dados
corroboram, assim, com o0s que observamos, visto que a diminuicdo do burst
oxidativo e da fagocitose por neutrofilos ocorreram 60 minutos apos a administracéo
do MDMA, momento em que 0s hiveis 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, reforcam a participacdo do eixo

HPA nos efeitos induzidos pelo MDMA sobre a atividade de neutrofilos.

Neste sentido, lembramos que diversos trabalhos de literatura tém confirmado
o efeito imunossupressor dos GCs sobre a atividade de neutrdfilos tanto em
humanos como em animais de laboratorio (De Paula et al., 2009; Pinheiro et al.,
2011). Bekesi et. al., (2004), demonstraram que neutréfilos de voluntarios sadios
apresentavam uma significante reducdo na producdo de ions superéxido quando
incubados com corticosterona e 18-hidroxi-deoxicorticosterona (Bekesi et al., 2004).
Archana e Namasivayam (1999) mostraram que ratos estressados apresentavam
aumento dos niveis plasméaticos de corticosterona, acompanhados por diminuicdo do
namero total de leucdécitos e diminuicdo da fagocitose por neutréfilos induzida por
Candida albicans e Nitroblue tetrazolium. Nohmi et al., (1994) também
demonstraram que concentragdes fisiologicas de corticosterona suprimiam in vivo a
atividade de neutrofilos murinos induzida por Candida albicans. Ainda, Harris, Flower

e Perretti, (1995) mostraram que camundongos injetados com fator de ativacao
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plaquetaria (PAF) (i.v.) apresentaram uma rapida neutropenia (2 minutos) seguida
por uma neutrofilia (2 horas) e que este efeito era precedido por um aumento dos
niveis plasmaticos de corticosterona. Além disso, quando os camundongos foram
adrenalectomizados ou pré-tratados com o0 antagonista de receptores esterdides
(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 acdo dos GCs sobre os neutréfilos sanguineos

(Harris,Flower e Perretti, 1995).

Acredita-se que a mais importante propriedade dos GCs seja seu efeito
imunossupressor, pela sua propriedade em diminuir a expressao de moléculas
inflamatorias e aumentar a expressado de moléculas anti-inflamatérias, atuando sobre
fatores de transcricdo envolvidos com a resposta inflamatoria, como o NFKB . O
NFkB € um fator de transcricdo encontrado em sua forma inativa, ligado a uma
proteina inibitoéria, o kB, no citoplasma de muitas células do sistema imune,
incluindo-se aqui os neutréfilos (Abraham, 2005). No inicio de uma sinalizacdo
intracelular induzida pela ativacdo de receptores associados a padrdes moleculares
de patdégenos — como, por exemplo, os TLRs 2 ou 4, que reconhecem produtos
microbianos ou outros receptores de mediadores inflamatdrios, como, por exemplo
os de citocinas — o NFKB desliga-se da sua proteina inibitéria IkB e migra para o
nacleo da célula aumentando a transcricdo de genes responsaveis pela expressao
de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e outros mediadores inflamatérios
associados com estimulos infecciosos (Tak e Firestein, 2001). O antagonismo
exercido pelos GRs ativados sobre o NFKB € considerado explicativo para as acdes
imunossupressivas e antiinflamatérias dos GCs. De fato, foi possivel observar neste

estudo que uma uUnica dose de MDMA foi capaz de induzir uma diminuicdo da
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expressao de NFkB ativado (NFkB p68), provocando uma diminuicdo na atividade
dos neutrdfilos estimulados in vitro e que esta diminuicdo foi prevenida pelo pré-
tratamento com metirapona, confirmando a participacdo do eixo HPA, mais
especificamente dos GCs, nos efeitos do MDMA quando da diminuicdo por ele

induzida na ativacdo do NFkB em neutrdfilos.

O numero e proporcdo de leucdcitos sanguineos caracterizam uma
representacdo importante do estado de ativacdo do sistema imune e do padrao de
distribuicdo de células imunes no corpo. Sabe-se que o0 estresse agudo induz
grande, rapida e reversivel mudanca na distribuicdo de subpopula¢cbes de leucocitos
do sangue periférico de ratos, e que a corticosterona € o maior mediador dessas
mudancas agindo principalmente através de receptores adrenais de esterdides do

tipo 1l (Dhabhar et al., 1996).

O trafego de células imunes é tido como sendo crucial para o desempenho da
resposta imune, bem como para as funcdes efetoras do sistema imune. Dados de
literatura tém mostrado que animais estressados apresentam niveis elevados de
corticosterona no plasma, acompanhados por significante diminuicdo no namero e
porcentagem de linfécitos (Ligeiro-Oliveira et al., 2004; De Paula et al., 2009) e por
um aumento no numero e porcentagem de neutrdfilos circulantes (Ottaway e
Husband, 1994; Engler et al., 2004; De Paula et al., 2009) e estes efeitos sao
diminuidos em animais adrenalectomizados. Sugere-se, assim, que fatores
enddcrinos liberados durante o estresse modulem o trafego de leucdcitos, o que
resulta numa redistribuicdo desses entre 0 sangue e outros compartimentos imunes

(Ottaway e Husband, 1994; Stefanski, 2000; Engler et al., 2004).

Song, Earley; Leonard, (1995) mostraram ser a injecdo intracerebroventricular

de 0,5 e 1,0 ug 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 hipotdlamo. Nesse trabalho, os autores mostraram que a
infusdo de CRH produziu um aumento dose-dependente dos niveis seéricos de
corticosterona causando claramente reducdo da proliferacdo e da porcentagem de
linfécitos e aumento na porcentagem de neutréfilos sanguineos. Esses dados
concordam com 0s nossos no referente a dimiunuicdo de linfocitos e aumento de
neutrofilos 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 laboratorios, que ratos OVA-sensibilizados tratados
com anfetamina apresentaram uma diminuicdo na populacdo de neutrofilos,
monaocitos e linfécitos no sangue periférico e um aumento no numero de células na
medula éssea, um efeito que ndo se devia exclusivamente a ativacdo do eixo HPA
com consequente liberacdo de corticosterona. De fato, o pré-tratamento com
metirapona preveniu apenas, em parte, a inibicAo da migracdo de células
inflamatorias induzidas pela anfetamina no modelo de inflamacao alérgica pulmonar.
Estes dados contrastam com aqueles de nossos resultados uma vez que verificamos
diminuicdo no numero de linfocitos sanguineos e diminuicdo do numero de células
da medula éssea. A aparente divergéncia entre esses dados, além de se tratar de
farmacos diferentes, pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo fato de os
animais ndo terem sido desafiados imunologicamente em nosso trabalho, ou seja,
nossos resultados advem de niveis celulares basais, ao contrario 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 distribuicdo de leucécitos entre
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0 baco e a medula 0ssea foi prevenida somente pelo tratamento prévio com ICl e a
gue metirapona reverteu apenas a contagem diferencial de células do sangue

circulante como destacado anteriormente.

Neste sentido, dados recentes no campo de estudo da
neuroimunomodulacdo, tém sugerido a existéncia de varias vias, que a ndo a
ativacdo do eixo HPA, pelas quais o estresse afeta o comportamento e a funcao
imune (Alves et al., 2006). As altera¢cbes entre 0 sistema nervoso e o0 sistema imune
sdo extensas e podem incluir varios horménios, as catecolaminas, outras aminas,
neuropeptideos e opidides. Assim, por exemplo, ja foi descrito que estimulos
estressores como inalacdo de éter (Vellucci, 1977), frio (Ritter e Pelzer, 1978) e
imobilizagdo (Nakagawa et al., 1981) sado capazes de ativar o SNS e o0s sistemas de
neurotransmisséo catecolaminérgica no SNC (limori et al., 1982). Neste sentido,
sabe-se que 0 estresse ativa o locus coerulleus e que a ativacdo deste nucleo é
acompanhada por um aumento de atividade do SNS. Esta ativacdo simpatica
responde por grande parte das modificacdes autonémicas periféricas induzidas pelo
estresse como, por exemplo, aquelas detectadas no sistema cardiovascular e
respiratério. Estas mudancas quando empreendidas de modo correto séo
importantes para o0 planejamento e execucdo de adaptagcdes que podem ser
relevantes para a sobrevivéncia dos organismos (Svensson, 1987; Nance e

Sanders, 2007).

Neste sentido, sabe-se que algumas fibras do SNS inervam 6rgaos linféides
(Madden e Felten, 1995), entre eles o baco. Estudos realizados em modelos animais
mostraram que a administracdo local ou sistémica de agonistas de receptores
adrenérgicos al induziram constricdo do baco com concomitante aumento dos

niveis de hemoglobina, hematécrito e namero de eritrécitos no sangue (Ojiri et al.,
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1993). Farmacos simpatomiméticos como a cocaina, 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 0S Nnossos, uma vez gque
observamos diminuicdo do peso relativo do baco induzida provavelmente, por uma
contracdo da capsula do baco. No entanto, de forma surpreendente, o pré-
tratamento com ICI foi capaz de inibir a diminuicdo do peso relativo do bac¢o induzido
por MDMA. Acreditamos que uma hipotese explicativa para este resultado seja que
o ICl 118,551 tenha atravessado a barreira hematoencefalica atuando em receptores
B adrenérgicos no SNC, e desta forma, inibido a ativagdo do SNS (O'donnell,Frith e
Wilkins, 1994), levando a uma inibicdo das acdes das catecolaminas periféricas no

baco.

Além disso, j4 se descreveu uma supressdo da proliferacdo de linfocitos
sanguineos independente da atividade do eixo HPA, tendo sido ela atribuida a acdes
desencadeadas pelos sistemas catecolaminérgicos centrais e periféricos (Keller et
al., 1988). Desta forma, parece-nos possivel inferir que as alteracfes imunes
observadas em nosso trabalho tenham sido decorrentes também, ou pelo menos em
parte, da ativacdo 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 possivel explicacao
para este fato estd relacionada as concentracbes plasmaticas de catecolaminas
atingidas em certas condi¢des. A concentracéo basal de catecolaminas circulantes &
de aproximadamente de 2-6 x10'°M em ratos e humanos. O estresse de restricdo
de movimento em ratos pode aumentar essas concentracbes em até 600%,

alcancando a concentracéo de 2-6x10°®M de catecolaminas circulantes; entretanto, a
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concentracdo de catecolaminas na regido terminal nervosa do baco pode alcancar
niveis muito mais altos acima de 5x10™*M (Shimizu,Hori e Nakane, 1994). Em um
segundo momento, lembramos que as catecolaminas podem afetar a resposta
imune in vivo ndo somente por atuar diretamente em células imunes, mas, também,
por alterar o fluxo sanguineo e a distribuicdo de células. Um terceiro ponto a
comentar diz respeito as células imunes, que tém uma distribuicdo particular em
orgaos linféides secundarios; assim, por exemplo, as areas de células T no bacgo séo
mais ricas em terminacfes nervosas simpaticas do que as areas de células B.
Finalmente, e em quarto lugar, ndo se pode esquecer que outras substancias como
0 neuropeptidio Y, adenosina, serotonina, dopamina, ATP e etc sdo liberadas
simultaneamente quando os nervos noradrenérgicos sdo estimulados in vivo e que
estas substancias atuam sobre as células imunes de forma sinérgica ou antagbnica

aos efeitos adrenérgicos do SNS (Del Rey e Besedovsky, 2008).

Diante desses fatos, ndo é surpreendente termos observado que os pré-
tratamentos com 6-OHDA e com ICI tenham sido incapazes de inibir a diminuicdo da
atividade de neutrdfilos induzidas por MDMA.. Desta forma, € possivel que os efeitos
induzidos pelo MDMA sobre a atividade dos neutrofilos e sobre a distribuicdo
diferencial de leucécitos no sangue ndo sejam decorrentes da ativacdo direta do
SNS. No entanto, o antagonismo induzido pelo ICI reverteu os efeitos induzidos pelo
MDMA na distribuicdo de células no bago e na medula 6éssea. Esses achados nos
levam a acreditar que o MDMA seja um estressor quimico, que diminui a atividade
de neutrofilos via ativacdo do eixo HPA e que altera a distribuicdo de leucdcitos por
uma via dependente do SNS, que estaria relacionada com os efeitos

simpatomiméticos induzidos pela droga.



139

Neste contexto, acreditamos que nao poderiamos atribuir a diminuicdo que
observamos da atividade de neutréfilos induzida por MDMA a uma
imunossupressao, visto que os efeitos observados foram obtidos em animais nao
desafiados imunologicamente. Desta forma, decidimos avaliar se a diminuicdo da
atividade de neutrdfilos induzida por MDMA e a alteracédo na distribuicdo de células
entre o baco e a medula 0ssea afetou a capacidade de resposta do sistema imune a

um desafio real por inoculacdo de uma dose subletal de LM.

Estudos tém demonstrado que durante a fase inicial da infeccdo com LM
ocorre uma reducdo no numero de precursores hematopoéticos de granuldcitos e
macrofagos na medula 0ssea, com consequente hematopoese extramedular e
elevacdo nos niveis séricos de fator estimulante de colénia (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 diminuicdo do nimero de precursores hematopoéticos de granulécitos e
macrofagos na medula éssea ap6s 24h, 48h e 72h do tratamento em camundongos
nao infectados e infectados com LM, caracterizando uma drastica mielossupressao
nestes animais, independente da infeccdo. Observamos um aumento destes
precurssores no bago, caracterizando um aumento de hematopoese extramedular,
quica como tentativa de compensar os efeitos observados na medula éssea de
animais tratados com MDMA e néo infectados, 24h e 48h apds o tratamento e nos
animais infectados e tratados com MDMA apenas 72h apdés o tratamento. Este efeito
tardio do MDMA sobre a hematopoese extramedular de animais infectados com LM
pode estar relacionado com a progresséo da infecgcdo e com o aumento de 10% na
resisténcia dos animais a infeccdo apds as 72h (Mackaness, 1962). Além disso, 0

MDMA foi capaz de diminuir 0 nimero de células totais no sangue e na medula
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O0ssea de animais infectados, potencilizando, desta forma, a atividade

imunossupressora da LM.

Diversos fatores estdo envolvidos na defesa contra a LM sendo que a
resisténcia primaria a esta bactéria € representada pela imunidade inata do
hospedeiro. Embora a eliminagcdo da infeccdo dependa de uma resposta imune
especifica mediada por células T, a resposta inata mediada por macréfagos e
neutrofilos durante as fases iniciais da infeccéo é fundamental para a sobrevivéncia
do hospedeiro (Braun e Cossart, 2000; Pamer, 2004; Zenewicz e Shen, 2007). Os
neutrofilos sdo de grande importancia, uma vez que sao as primeiras células a atuar
contra 0s microrganismos e produzir citocinas que orquestrardo uma resposta
especifica contra o patdogeno. O recrutamento de mondcitos € uma caracteristica
essencial da resposta inflamatoria a infeccdo por LM (Dlugonska, 1986; North,Dunn
e Conlan, 1997) e a deplecdo de granuldécitos em modelos animais aumentou a
susceptibilidade a infeccédo (Czuprynski et al., 1994). Em diversas espécies animais,
incluindo-se humanos e roedores, os neutrofilos desempenham um papel importante
na contencdo da infeccdo neutralizando véarios patdgenos de forma muito eficiente,
como revisado anteriormente. O clearance de patdgenos intracelulares, como a LM
em camundongos, é potencializado pela produgcédo de IFNy pelas células NK, as
quais ativam os macrofagos a iniciar sua atividade efetora.

Os macrofagos e granulocitos sédo células derivadas dos precursores
hematopoéticos da medula éssea que se diferenciam na presenca de CSF (Metcalf,
1986; Kayashima et al., 1993). Desta forma, a presenca de CSF bem como a
producdo, maturacdo e mobilizacéo eficiente das células hematopoéticas derivadas
da medula Ossea, particularmente granuldcitos e macréfagos, sdo fundamentais

para o sucesso da resolucdo da infeccdo. Sabe-se que estas células progenitoras
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podem migrar da medula éssea para outros tecidos hematopoéticos como o baco,
sitio de replicacdo 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 mobilizacdo dos fagocitos circulantes e
teciduais, e aumentando a diferenciacdo de progenitores hematopoéticos (Zhan et
al., 1998; Guleria e Pollard, 2001; Jin et al.,, 2002; Qiu,Zhu e Pollard, 2009). Em
animais resistentes a LM, como os camundongos da linhagem C57/BL-6, observa-se
um aumento de CSF no soro nas primeiras horas de infec¢cdo, o que confere uma
resposta hematopoética mais eficiente que aquela observada em animais
susceptiveis como o BALB/c, cujo pico de CSF ocorre nas 48h que se sequem a
infeccdo (Cheers e Stanley, 1988). Desta forma, nossos resultados sugerem que a
diminuicdo que observamos no numero de progenitores hematopoéticos da medula
0ssea possa estar relacionada a uma diminuicdo de CSF, uma vez que o tratamento
com MDMA impediu o aumento de CSA nas primeiras 24h da infeccdo; neste
sentido, apesar de termos observado um aumento de CSA nas 48h seguidas a
infeccdo, os niveis 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 mielossupressao observada nos animais tratados com MDMA e
infectados com LM possa ter sido mediada por este fator, dentre outros que iremos

discutir a sequir.

Estudos tém demonstrado que a noradrenalina e a dopamina, quando
adicionadas in vitro, promovem diminuicdo no numero de CFU-GM da medula 6ssea
(Maestroni e Conti, 1994a; b; Miyan,Broome e Afan, 1998). Além disso, sabe-se que
0 sistema nervoso controla a produgdo de células sanguineas e a migracao, tanto

das células maduras como das imaturas, da medula 6ssea para o sangue periférico,
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corroborando com a nocédo da existéncia 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 diminuicdo de CFU-GM e da migracao de células da
medula 6ssea nos animais tratados com MDMA possa ter sido decorréncia do
aumento dos niveis de catecolaminas circulantes nas primeiras horas da infeccéo,
fato que teria coincidido com 0 momento em que esta sendo montada a resposta
imune contra o invasor. Além disso, quer nos parecer que a diminui¢cdo da atividade
de neutrofilos induzidas pelo tratamento com MDMA durante as primeiras horas da
infeccdo, tenha promovido uma descontrolada multiplicagdo do patdgeno
culminando este fato com a piora da infeccdo, 0 que ndo ocorreu nos animais
infectados ndo tratados com MDMA, que apresentaram uma resposta de

reestabelecimento da homeostase apés as 72h da infecgao.

Para determinar de forma ainda mais completa 0os possiveis mecanismos
pelos quais o tratamento com MDMA diminuiu a resposta a infeccdo com LM,
pareceu-nos relevante avaliar 0os niveis séricos de citocinas nestes animais. De fato,
o controle e a resolugéo de infecgbes por LM envolvem diversos tipos celulares que
se comunicam através de citocinas (IL-12, TNF, IFNy, IL-6 e IL-1B) e quimiocinas
(MCP-1, MIP-1, MIP-2 e IL-8), que regulam a resposta imune por estimular e
mobilizar células efetoras contra o patdégeno no local de infeccado (Cousens e Wing,

2000).

Sabe-se que a IL-12, o TNF e o INFy iniciam uma cascata de eventos que
resultam na resisténcia mediada por macrofagos e células NK (Tripp,Wolf e Unanue,
1993). A principal fonte de IL-12 na infec¢do por LM ainda é desconhecida; mas os
neutroéfilos e as células dendriticas secretam IL-12, em uma quantidade que parece

ser primordial para a resisténcia anti-listeria em camundongos normais e SCID
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(camundongos com imunodeficiéncia combinada grave) (Tripp et al., 1994). A IL-12
e 0 TNF atuam de forma sinérgica induzindo a producéo de IFNy pelas células NK
(Tripp,Wolf e Unanue, 1993). Mostrou-se que a neutralizagdo da IL-12 ou do TNF
diminuiu a ativacdo de macrofagos e aumentou o desenvolvimento da LM no figado
(Wagner et al., 1994), no entanto, a falta de IL-12 pode ser compensada pela
administracdo de IFNy (Tripp et al., 1994). Emoto e colaboradores (2003) mostraram
qgue os neutroéfilos sdo as princiapis células efetoras de defesa do hospedeiro contra
a LM, pois secretam IL-12 que ativa as células NK a produzir IFNy direcionando a
resposta imune para o tipo Thl, que tem um papel crucial na eliminacdo do
patégeno. Esses dados parecem concordar com os resultados por nés observados.
Nos animais tratados com MDMA e infectados com LM observamos uma diminui¢ao
na producdo de IL-12 e TNF, fatos que coincidiram com uma diminuicdo na
producdo de IFNy nas primeiras 24h da infeccéo, que é essencial para o controle da
infeccdo com LM; esta acdo pode corresponder a uma das vias pelas quais 0s
animais apresentaram uma mielossupressao pronunciada apos 48h e 72h da
infeccdo. No entanto, os niveis de IL-12, TNF e IFNy, apresentaram-se aumentados
apos 72h da infeccdo nos animais tratados com MDMA; acreditamos que seja
possivel sugerir que este fato ndo tenha sido decorréncia de uma melhora no quadro
infeccioso, mas sim decorrente de uma resposta inflamatéria descontrolada, uma
vez que em 72h os animais nao tratados e infectados apresentaram uma
recuperagcdo na contagem de CFU-GM e nos niveis de citocinas em relagdo aos
animais tratados e infectados. Corroborando com esta hip6tese observamos que o
tratamento com MDMA em animais infectados culminou com a morte de todos eles

nas 96h apos a infeccdo com a dose letal da LM (dados ndo mostrados).
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Além das respostas reguladas por IL-12, TNF e IFNy discutidas anteriormente,
sabe-se que a IL-6 e a IL-1 s&o requeridas para a resisténcia organica 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 neutréfilos contra a LM durante a infeccdo. De fato, mostrou-se que
animais deficientes de IL-6 apresentaram maior susceptibilidade a infec¢do por LM
e, ainda, que o aumento do desenvolvimento de LM no figado destes animais estava
correlacionado com um aumento de neutrofilos sanguineos que apresentavam
atividade reduzida (Dalrymple et al., 1995). Nossos dados corroboram com estes da
literatura uma vez que observamos uma diminuicdo dos niveis de IL-6 nos animais
tratados com MDMA e infectados com LM nas primeiras 24h da infeccdo momento
em que a diminuicdo na atividade dos neutréfilos causada pelo aumento de
corticosterona induzida por MDMA teria um efeito somatério com a falta de ativacao
por IL-6. Em conjunto, estas acOes teriam resultado em diminuicdo da resisténcia

dos animais a infec¢éo por LM.

Assim como discutido acima, a IL-6 aumentou muito as 72h apoés a infeccéo
fato que acreditamos, tenha ocorrido devido a uma resposta inflamatéria
descontrolada e ndo a uma melhor resposta a infeccdo. Esta hipotese pode ser
agora confirmada, uma vez observado que os niveis de IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria conhecida pelo seu papel regulatério das respostas inflamatérias
(Jankovic,Kugler e Sher), estavam diminuidos em todos os periodos de evolucéo da
infeccdo que avaliamos. De fato, a IL-10 é produzida em resposta a uma
estimulacdo das células do sistema immune inato, neutrofilos, macrofagos e células
NK, inibindo a resposta inflamatéria induzida pela infeccdo e reestabelecendo a

homeostase.
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As quimiocinas sao citocinas de baixo peso molecular com funcéo
quimioatraente e pro-inflamatoria. Sabe-se que o trafego e a infiltracdo de
neutrofilos, macrofagos e células NK no figado sdo fatores criticos quando da
resisténcia organica contra a LM, apesar dos mecanismos envolvidos ndo estarem
muito claros (Cousens e Wing, 2000). A inoculacéo intracerebral de LM estimulou a
expressao de MIP-1 e MIP-2 por neutréfilos e mondcitos infiltrados no cérebro em
resposta a infeccdo (Seebach et al., 1995). Mostrou-se que o MCP-1 é importante
para 0 recrutamento de mondcitos para os locais de infeccdo por LM, sendo
produzido por macréfagos em resposta a invasao citosoélica pela LM (Serbina et al.,
2003). Em nossos experimentos, observamos diminuicdo dos niveis de MCP-1 nas
24h e 48h apés a infeccdo por LM, o que provavelmente se traduziu por diminuicéo
da migracdo de mondcitos para o local da infeccdo. Tomados em conjunto com
agueles relativos as dosagens de citocinas, estes dados sugerem que o MDMA
tenha diminuido a resposta imune inata por inibir a resposta de citocinas proé-
inflamatorias e o recrutamento de células no estagio inicial da infec¢do; desta forma,
estes fatores teriam permitido uma maior multiplicacdo e disseminagao da LM,

levando a um descontrole da resposta inflamatoria a partir das 72h da infec¢éo.

Acreditamos que seja possivel afirmar que a ativacdo do fator de transcri¢cao
NFkB, diminuida nos neutréfilos por uma via dependente de GCs, esteja diminuida
também em outros tipos celulares e, que por isso, as respostas inflamatorias iniciais
a LM teriam sido prejudicadas de forma a comprometer toda a resposta imune
subsequente. De fato, ja foi demonstrado que camundongos deficientes da
subunidade p50 do NFkB apresentam maior susceptibilidade a infeccao por LM
quando comparados a animais normais (Sha et al., 1995) e também que o NFkB &

ativado pela invaséo citosolica por LM (Hauf et al., 1997).
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Diante destes achados, parece-nos possivel sugerir que o0 MDMA seja um
estressor quimico, que diminui a atividade de neutrofilos por inibir a ativacado de
NFkB, através de uma via dependente de corticosterona e que altera a distribuicéo
de leucdcitos entre diferentes compartimentos imunes, através de uma via
dependente de catecolaminas. Essas alteracdes, induzidas por uma Unica dose de
MDMA, mesmo que tenham duragédo de poucas horas, podem representar um risco
aa respostas organicas montadas contra patdégenos invasores, reduzindo
drasticamente a formagao de uma resposta imune eficaz. De fato, observamos que
0os animais tratados com MDMA e infectados com LM apresentaram
mielossupressdo acompanhada por uma diminuicdo dos niveis séricos de CSA,
citocinas e quimiocinas nas primeiras horas da infeccdo e uma resposta
imune/inflamatéria exacerbada apés 72h da infecgéo, fatos que culminaram com a
morte de todos os animais tratados com a droga. Desta forma, concluimos que o
MDMA possa ser considerado uma droga imunossupressora que exerce seus efeitos
por mecanismos neuroimunes. Ainda que nao se pretendam extrapolagbes
simplistas, os presentes achados sugerem que deva existir uma avaliacdo cuidadosa

dos efeitos do Ecstasy sobre o sistema imunolégico de usuarios desta droga.
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