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Os benzodiazepinicos estdo entre as drogas mais freqiientemente
prescritas em razdo de suas propriedades ansioliticas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia do diazepam sobre a resposta
inflamatoria peritoneal aguda induzida por lipopolissacarideo. Para
tanto, camundongos Swiss foram tratados com diazepam (1 ou
10 mg/kg de peso), em dose unica, por via subcutinea, uma hora
antes do desafio intraperitoneal com lipopolissacarideo bacteriano.
Apos 16 horas do desafio, os animais foram sacrificados, coletando-
se os lavados peritoneais para determinagdo do numero total de
células e das subpopulagoes de mononucleares e polimorfonu-
cleares, além da atividade de TNF-a e da porcentagem de
macrofagos espraiados. Observou-se que o tratamento com
diazepam, nas doses de 1 ou 10 mg/kg, reduziu significativamente a
porcentagem de macrofagos estimulados por LPS e a liberagdo de
TNF-c independente de estimulo. Houve também significativa
reducdo da migragdo de leucocitos nos animais estimulados com
LPS e tratados com 10 mg/kg de diazepam em relagdo aqueles ndo
tratados. Concluimos que a administra¢do do diazepam, em dose
unica, pode influenciar significativamente o influxo celular, a
estimulagdo de macrofagos e a atividade de TNF-a na resposta
inflamatoria aguda induzida por LPS em camundongos, com
possiveis implica¢oes na eficiéncia da resposta anti-infecciosa.
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INTRODUCAO

Diversas drogas sdo capazes de deprimir e modular
o sistema imune, dentre as quais estdo os benzodiazepinicos
(BZDs), tais como: diazepam, midazolam e alprazolam
(Schlumpfet al., 1990, 1994; Silva, Palermo-Neto, 1999;
Zavala, 1997). Os BDZs apresentam propriedades
miorrelaxantes, ansioliticas e sedativas devido a sua alta

afinidade com sitios especificos de ligagao no sistema ner-
voso central - os chamados receptores centrais de BZD
(RCBs). Desta maneira, os BZDs constituem uma das clas-
ses de drogas mais freqiientemente prescritas € consumidas
no Brasil, Europa e EUA (Ruiz et al., 1993).

Receptores periféricos de BZDs (RPBs) foram iden-
tificados em tecidos enddcrinos, figado, rins, pulmao e tes-
ticulos (Gavish et al., 1999; Ruff et al., 1985; Wang et al.,
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1984)além de células como macrofagos, linfécitos,
neutrofilos (Papadopoulos ef al., 1990; Zavala, 1997).
Alguns estudos demonstraram que os RPBs participam de
algumas fun¢des basicas na fisiologia celular, como na
esteroidogénese, no crescimento e diferenciagao celular, na
quimiotaxia e na modulagdo do sistema imune (Hirsch et
al., 1989; Papadopoulos et al., 1990; Schreiber et al.,
1993; Zavala et al., 1985).

A densidade de RPBs nas células do sistema imune,
¢ maior que a concentragao destes receptores no sistema
neuroendocrino (Zavala et al., 1990), o que poderia expli-
car a agao imunomoduladora de alguns benzodiazepinicos,
como a reduc¢do da resisténcia as infecg¢des, reducao do
burst oxidativo e da fagocitose por macrofagos, inibicao da
quimiotaxia de células inflamatorias e diminui¢ao da pro-
ducdo do anion superdxido e de algumas interleucinas
(Finnerty et al., 1991; Galdiero et al., 1995; Lazzarini et
al., 2001, 2003; Massoco, Palermo-Neto, 1999, 2003;
Zhang, Morrison, 1993).

Por outro lado, endotoxinas como os lipopolis-
sacarideos (LPS) bacterianos t€ém participagdo importan-
te em diversos processos infecciosos, sendo potentes
estimuladores da produgao de citocinas por macrofagos e
monocitos (Amura et al., 1997).

Neste sentido, embora o potencial modulador dos
BZDs sobre a resposta imune e inflamatdria tenha sido com-
provado experimentalmente apds tratamentos de média e
longa durag@o, poucos trabalhos investigaram seus efeitos
agudos sobre a resposta do hospedeiro em agressdes
induzidas por endotoxinas. Portanto, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a influéncia do diazepam (um BZD ex-
tensamente utilizado como ansiolitico), em dose tinica, sobre
o influxo inflamatdrio, a porcentagem de macrofagos estimu-
lados e a atividade de TNF-o. em modelo experimental de
peritonite aguda induzida por LPS em camundongos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 camundongos Swiss, fémeas,
com 2 meses de idade e aproximadamente 30 g, obtidos no
Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar). Durante o periodo experimental, os animais
foram alojados em caixas de plasticos no Biotério de Ex-
perimentagdo do Departamento de Morfologia e Patologia,
com temperatura controlada e ciclo luz-escuro de 12 h, re-
cebendo rag¢ao comercial e dgua ad libitum.

Tratamento dos animais

Os animais receberam diazepam (Valium®
injetavel), por via subcutanea, nas doses de 1 mg/kg de
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peso (DZ1) ou 10 mg/kg de peso (DZ10), num volume de
0,2 mL ou apenas seu diluente (propilenoglicol a 40% em
solu¢do salina estéril), utilizado como controle (C). Uma
hora apos o tratamento, 30 animais foram inoculados por
via intraperitoneal com 20 pg/animal de lipopolis-
sacarideo de Escherichia coli sorotipo 0111:B4 (SIGMA
L-2630), formando os grupos LPS-C (n=10), LPS-DZ1
(n=10), LPS-DZ10 (n=10) ¢ 30 animais receberam solu-
¢ao salina estéril (SSE) via intraperitoneal de maneira a
se obter os grupos SSE-C (n=10), SSE-DZ1 (n=10),
SSE-DZ10 (n=10).

Obtencao do lavado peritoneal

Apo6s 16 horas do desafio, os animais foram sacri-
ficados por inalag@o de éter etilico e fixados em dectbito
dorsal em suporte de disseccao para a coleta do lavado
peritoneal. O lavado foi obtido seguindo a metodologia
descrita por McCarron et al. (1984). Resumidamente, a
parede abdominal foi exposta e submetida a desinfecg¢ao
com alcool 70%. Em seguida, a cavidade peritoneal foi
injetada com 5 mL de solugdo salina estéril. Apds mas-
sagem cuidadosa, a parede abdominal foi seccionada e
o fluido peritoneal aspirado com pipeta Pasteur plasti-
ca descartavel. O material obtido foi centrifugado a
2000 rpm durante 10 minutos e os sobrenadantes
aliquotados e estocados a -20 °C até o momento das
analises. As células foram ressuspensas em SSE para
contagem total e diferencial de células e para o teste de
espraiamento.

Contagem total e diferencial das células do lavado
peritoneal

A contagem total e diferencial das células recolhi-
das no lavado peritoneal foi realizada, adaptando-se a co-
loragdo de Randolph (Brattig et al., 1993). Aliquotas de
100 mL da suspensdo de células de cada amostra foram
misturadas a 20 pL de floxina (0,3% em propilenoglicol)
¢ 20 uL de biebrich (0,4% em propilenoglicol) e mantidas
em repouso por 3 minutos. Em seguida, foram adiciona-
dos 150 pL de azul de metileno (0,4% em propilenoglicol)
¢ 20 uL de cristal violeta (0,2% em propilenoglicol). Apos
agitacdo, 10 pL desta mistura foram utilizados para a
contagem celular em camara hemocitométrica de
Newbauer. Em cada amostra foram contadas, no minimo,
100 células, estabelecendo-se a porcentagem de
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN). O
numero total de células no lavado peritoneal foi calcula-
do apos a aplicagdo de fatores de corregao de diluicao e
volume.
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Determinacao do Fator de Necrose Tumoral (TNF-o)

A quantifica¢do do TNF-a foi realizada utilizan-
do-se a técnica de ensaio bioldgico, a qual se baseia na
propriedade do TNF-o. de lisar certas linhagens de célu-
las tumorais (Carlos et al., 1994). Foram usadas célu-
las tumorais de linhagem 1L.929, sensiveis ao TNF-a
ajustadas na concentragdo de 4x10° células/mL e 100 uL
desta suspensao, foram adicionados a cada pogo de uma
microplaca estéril e incubadas por 18 horas a 37 °C, em
atmosfera com 5% de CO,. Ap6s a incubagdo, o meio de
cultura foi trocado por 100 uL de RPMI, contendo
actinomicina D na concentragdo de 1 ug/mL e foram
adicionados 100 uL de cada amostra do lavado
peritoneal. Apds 24 horas de incubagao, o sobrenadante
foi descartado e as células coradas com cristal violeta
(0,2% em metanol a 20%) por 30 minutos em tempera-
tura ambiente. Em seguida, o excesso de corante foi re-
tirado por lavagem em agua corrente e 0,1 mL de lauril
sulfato de sodio a 1%, foi adicionado a cada poco para
solubilizar o corante retido nas células. A leitura da re-
agao foi realizada sob filtro de 490 nm em leitor de
ELISA (Multiskan Ascent, Labsystems) e comparada a
curva-padrao de TNF-o recombinante. A absorbancia
obtida ¢ diretamente proporcional a quantidade de célu-
las vivas e inversamente proporcional a quantidade de
TNF-o presente na amostra.

Espraiamento de macroéfagos

A porcentagem de macréfagos peritoneais estimu-
lados foi determinada através da técnica descrita por
Rabinovitch ef al. (1977), adaptada por Pinto (2000). O
teste de espraiamento reflete o estado de estimulagao de
macrofagos e se fundamenta na propriedade que essas cé-
lulas tém de se aderirem ao vidro e apresentarem espraia-
mento quando estimuladas. Aliquotas de 100 pL de cada
suspensao celular do lavado peritoneal foram distribuidas
sobre laminas de vidro e deixadas em repouso por 15 mi-
nutos a temperatura ambiente. A seguir, as laminas foram
lavadas com solugao salina estéril para a remogao das cé-
lulas ndo aderidas e, entdo incubadas em meio de cultu-
ra 199 (CULTILAB) durante 1 hora a temperatura de
37 °C. Apos a incubagdo, as laminas foram lavadas em
solugdo salina estéril e as células aderidas foram fixadas
com solugdo de glutaraldeido a 2,5% por 5 minutos. Apos
a fixagdo, as laminas foram coradas pela hematoxilina e
eosina. Em cada lamina foram contados no minimo
100 macrofagos, determinando-se o numero e porcenta-
gem de macréfagos espraiados. Todas as analises foram
realizadas em duplicata.
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Andlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente,
buscando identificar diferencas significativas entre os gru-
pos e subgrupos. Para analise dos dados obtidos no teste de
espraiamento, os resultados foram analisados através da
comparagio de medianas e utilizou-se o teste de Dunn ndo-
paramétrico. Os demais parametros foram expressos como
médias + erro padrao da média e analisados, aplicando-se
analise de variancia ANOVA e o teste de Tukey Kramer de
comparagdes multiplas para p < 0,05, sempre que o teste
de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, confirmava a
distribui¢do normal das amostras e o teste de Bartlett, in-
dicava que as diferengas nos desvios padrao dos diferentes
grupos experimentais, ndo eram significantivas (Zar, 1999).

RESULTADOS
Contagem total de células

Os animais do grupo LPS-C apresentaram nimero
significativamente maior de células inflamatorias no lavado
peritoneal em relagdo aos animais inoculados com SSE,
confirmando a efetividade do estimulo com LPS. Os ani-
mais do grupo LPS-DZ10 apresentaram significativamente
menos células no influxo inflamatério em relagao ao gru-
po LPS-C, conforme apresentado na Tabela I.

Contagem de mononucleares (MN) e
polimorfonucleares (PMN)

Os animais tratados com 10 mg/kg de diazepam apre-
sentaram tendéncia a reducdo da porcentagem de células
MN, com aumento correspondente de PMN, independen-
temente do desafio, com diferenca significativa em relagao
aqueles tratados com 1 mg/kg (Tabela I).

TNF-o

Os animais tratados com 10 mg/kg de diazepam apre-
sentaram redugao estatisticamente significativa na atividade
do TNF - independentemente do tipo de inoculo (Figura 1).

Espraiamento de Macréfagos

Os animais tratados com 1 ou 10 mg/kg de diazepam
e inoculados com LPS apresentaram proporgao significa-
tivamente menor de macrofagos espraiados em relagao
aqueles nao tratados. O tratamento com diazepam nao al-
terou a porcentagem de macrdofagos espraiados nos animais
inoculados com SSE, ou seja, ndo estimulados (Figura 2).
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TABELA | - Numero total de leucdcitos e porcentagem relativa de MN e PMN no lavado peritoneal 16 horas apos a
inoculagdo intraperitoneal de LPS ou SSE em camundongos previamente tratados ou ndo com 1 ou 10 mg/kg de diazepam

GRUPO SSE LPS
TRATAMENTO C DZ71 DZ10 C DZ1 DZ10
Total de células (¥10°)  2242,04® 214+2,21° 22+1,81° 3745,37°  30£1,87%  27+1,25¢
% MN 70 £4,15*  724£3,30*° 54+1,95° 26+4,044  29+3,74¢ 15+1,674
% PMN 30+4,15* 28+3,30° 46+1,95° 74+4,04¢  T1£3,74°  85+1,674
Letras iguais em colunas diferentes - ndo significativo.
Letras diferentes em colunas diferentes - significativo (p <0,05).
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FIGURA 1 - Atividade do TNF-a no lavado peritoneal
16 horas apds a inoculagdo intraperitoneal de LPS ou SSE
em camundongos previamente tratados ou ndo com 1 ou
10 mg/kg de diazepam. Letras iguais em colunas diferentes
- ndo significativo. Letras diferentes em colunas diferentes
- significativo (p < 0,05).

DISCUSSAO

Ap0s a administragdo intraperitoneal de diazepam em
ratos, a droga ¢ rapidamente absorvida e atinge uma concen-
tragdo maxima no plasma e no fluido cerebroespinal em
aproximadamente 10 minutos, mantendo-se elevada até uma
hora depois (acima de 500 e 200 ng/mL, respectivamente) e
caindo posteriormente a niveis muito baixos, com reducao
gradativa dos efeitos clinicos (Friedman et al., 1986; Klotz
et al., 1976a; Walker et al., 1998). Marc e Morselli (1969)
demonstraram que até 60 minutos apos a administragao
intraperitoneal de diazepam, os efeitos da droga sdo eviden-
tes e os niveis plasmaticos de corticosterona sao altos, deca-
indo rapidamente uma hora depois.

Portanto, o desafio com LPS uma hora ap6s a admi-
nistragdo subcutanea de diazepam garantiu a persisténcia
da agdo central e periférica da droga durante o desenvolvi-

% de macrégagos espraiados

FIGURA 2 - Porcentagem de macréfagos espraiados no
lavado peritoneal 16 horas apds a inoculagdo
intraperitoneal de LPS ou SSE em camundongos
previamente tratados ou ndo com 1 ou 10 mg/kg de
diazepam. Letras iguais em colunas diferentes - ndo
significativo. Letras diferentes em colunas diferentes -
significativo (p < 0,05).

mento do processo inflamatorio, considerando que a absor-
¢do via intramuscular ou subcutanea ¢ mais lenta que a
intraperitoneal (Garzon, 1999).

Por outro lado, Perecic et al. (1984) demonstraram
experimentalmente que os niveis de corticosterona no plas-
ma podem variar dependendo da dose e do
benzodiazepinico utilizado, podendo influenciar o efeito
imunomodulador dessas drogas. Além disso, o tempo de
meia vida plasmatica do diazepam ¢ substancialmente
menor em ratos do que no homem (Klotz et al., 1976b).

Em razao desta diferenca na farmacocinética da dro-
ga, doses de 10 e 20 mg de diazepam/kg de peso administra-
das a ratos equivalem a aproximadamente 0,2 e 0,3 mg/kg
no homem, indicadas para o tratamento da epilepsia
(Walker et al., 1998). Por este motivo, optamos por utili-
zar neste trabalho, doses de diazepam de 1 ¢ 10 mg/kg de
peso, na tentativa de compararmos a influéncia de duas
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diferentes doses sobre a resposta inflamatoria aguda,
ambas dentro do limite de inclusao de doses utilizadas no
tratamento humano.

Em experimentos-piloto realizados previamente,
concluimos que o melhor tempo de influxo inflamatério
encontrava-se em torno de 16 horas apds o estimulo com
LPS onde havia um pico de células inflamatorias na cavi-
dade peritoneal e intensa migragdo de neutréfilos, permitin-
do avaliar experimentalmente qualquer possivel influéncia
do tratamento sobre esses parametros.

No presente trabalho, a redugdo significativa do nu-
mero total de leucdcitos no lavado peritoneal dos animais
tratados com 10 mg de diazepam/kg de peso, € compativel
com os resultados obtidos por Lazzarini et al. (2001, 2003)
que observaram que o diazepam, em dose unica de 10 mg/kg
de peso por via i.p., induz redugdo significativa do edema
inflamatorio plantar e do nimero total de leucocitos no
exsudado pleural induzido por carragenina em ratos.

Por outro lado, a redugdo significativa da producao
de TNF-o apds o tratamento com diazepam (10 mg/kg de
peso) parece confirmar os resultados obtidos por Zavala et
al. (1990), que demonstraram que inje¢des intraperitoneais
de BZD inibem significativamente, ap6s 48 horas, a produ-
c¢do de TNF-a, IL-1 e IL-6 induzida por LPS em
macréfagos peritoneais de camundongos.

Bidri et al. (1999) relataram também que os BZDs
diazepam e midazolam inibem, in vitro e de forma dose-
dependente, a secrecdo de TNF-a em culturas de
mastocitos obtidos de camundongos. Este efeito, potenci-
almente relevante para o desenvolvimento da resposta
antiinfecciosa, pode estar relacionado a possivel modula-
¢do, induzida por diazepam, dos receptores periféricos para
benzodiazepinicos, conforme proposto por outros autores
(Torres et al., 2000; Zavala et al., 1985, 1990).

Tem sido demonstrado em camundongos que a pro-
ducdo de TNF-o ¢ maxima 2 a 4 horas ap6s estimulacdo de
macr6fagos pulmonares e peritoneais com LPS (Nelson et
al., 1989; Zhang, Morrison, 1993). Esta cinética poderia
explicar as concentragdes equivalentes de TNF-a., 16 ho-
ras apos o estimulo, nos animais dos grupos nao tratados
independente do estimulo.

Com relagdo a fung@o macrofagica, o espraiamento
celular € um processo bioquimico complexo que envolve
interagdes entre proteinas de membrana, permitindo a ade-
réncia e estabilizac¢ao da célula no substrato, sendo consi-
derado como um sinal morfolégico inicial do processo de
ativagdo de macrofagos (Oliveira, 1994).

Neste contexto, Martino et al. (1995) mostraram que
doses terapéuticas de diazepam (7 pg/camundongo) foram
capazes de modular o contetido de actina em macrofagos, num
efeito dose —dependente. Também Massoco & Palermo-Neto
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(1999) demonstraram que o diazepam (1,5 mg/kg), quando
administrado intraperitonealmente em camundongos, duran-
te sete dias, induz redugdo do indice de espraiamento de
macrofagos peritoneais estimulados por BCG.

Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho
reforcam aqueles descritos por outros autores e sugerem
que a menor porcentagem de macrofagos espraiados obser-
vada nos animais tratados com diazepam pode também
estar relacionada a modulagdo de RPBs, os quais sdo den-
samente expressos por macrofagos (Zavala et al., 1985),
interferindo com o processo de reorganizacao de
microfilamentos de actina em macrofagos, que é um evento
chave no primeiro estagio do processo de fagocitose.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo confirmam e esten-
dem os conhecimentos sobre a imunofarmacologia do
diazepam, indicando que este agente ansiolitico pode depri-
mir significativamente o influxo de leucécitos, o espraia-
mento de macrofagos peritoneais e a liberacdo de TNF-a,
apos estimulagdo com LPS em camundongos, embora sem
influenciar significativamente a cinética do influxo celular
de MN e PMN no foco inflamatério peritoneal. Esses acha-
dos corroboram a hipdtese de que o tratamento com
diazepam, em dose unica, pode influenciar de forma signi-
ficativa no desenvolvimento da resposta inflamatoria aguda
induzida por endotoxinas, com possiveis implica¢des na
eficiéncia da resposta antiinfecciosa.

ABSTRACT

Diazepam, in a single dose, inhibits cellular chemotaxis,
macrophage stimulation, and TNF-a activity in LPS-
induced acute inflammatory responses in mice

Benzodiazepines are one of the most frequently prescribed
drugs due to their anxiolytic properties. The aim of this
study was to evaluate the effects of diazepam on
lipopolysaccharide-induced peritoneal acute inflammatory
responses. Swiss mice were treated with diazepam in a
single dose of 1 or 10 mg/kg- subcutaneously 1 h before an
intraperitoneal injection of lipopolysaccharide or sterile
saline solution. The mice were killed 16 h after and the cells
were washed from the peritoneal cavity to determine the to-
tal number of cells and the mononuclear and poli-
morfonuclear subpopulations, as well as the TNF-alpha
activity and percentage of spread macrophages. Our results
showed that the diazepam treatment (1 and 10 mg/kg)
induced a significant reduction in the LPS-induced
macrophage stimulation and TNF-a activity. Diazepam
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(10 mg/kg) also reduced the inflammatory cellular
migration when compared to the control. It can be
concluded that the diazepam treatment in a single dose is
able to influence the inflammatory cellular influx,
macrophage stimulation and TNF-a activity in the acute
inflammatory response in mice, having possible
implications on the anti-infectious response efficiency.

UNITERMS: Diazepam. Lipopolysaccharide. Acute
inflammatory response. TNF-a. Cellular migration/
inhibition. Macrophages/ stimulation.
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