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RESUMO

PORTELA, Carlos de Paula. Avaliação da resposta inflamatória pulmonar
de ratos submetidos a estresse. 2004. 161f. Tese (Doutorado em
Farmacologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São
Paulo,São Paulo,2004.

O presente trabalho procurou avaliar a influência de dois modelos de
estresse e do tratamento neonatal com capsaicina sobre a inflamação
pulmonar em ratos Wistar. Através do registro de vocalizações ultrassõnicas
(VU's), constataram-se os níveis de ansiedade e de estresse. A resposta
inflamatória foi induzida através de uma reação anafilática decorrente do
desafio inalatório ao antígeno ovoalbumina, em ratos OVA-sensibilizados há
14 dias. Os modelos de estresse aplicados nos animais foram,
respectivamente: 1- Estresse por confrontação social de ratos invasores
contra ratos residentes dominantes e 2 -- Estresse em esquiva atava
composta por 1 3 sessões diárias de choques escapáveis, pareados ao som
de uma campainha, seguidas de uma sessão de choques inescapáveis,
pareados ao mesmo som. Através de testes de função respiratória,
avaliaram-se os índices de elastância e resistência do sistema respiratório.
Observou-se maior intensidade da resposta inflamatória pulmonar de
elastância e resistência nos animais submetidos aos modelos de estresse,
em relação aos animais do grupo controle não submetidos aos modelos de
estresse descritosl constatou-se que os animais tratados neonatalmente
com capsaicina e submetidos ao modelo de estresse apresentaram uma
diminuição nos índices de elastância basal do sistema respiratório, em
relação aos não estressados. Não foram observadas diferenças
significativas nos percentuais de aumento do óxido nítrico encontrado no ar
exarado dos animais não tratados com capsaicina. Tomados em conjunto, os
presentes resultados sugerem: 1- uma correlação positiva entre os níveis de
ansiedade/estresse e a resposta inüamatória pulmonarl 2- um efeito inibitória
do estresse, em animais tratados com capsaicina sobre os índices de
elastância do sistema respiratório. Estes dados foram interpretados levando-
se em conta as relações bidirecionais existentes entre os sistemas nervoso e
imunológico, bem como uma ação de neuropeptídeos liberados junto ao
tecido peribrõnquico das vias aéreas.

Palavras-chave: Asmal Neuroimunomodulaçãol Alergia; Ansiedade
Estressel Vocalização ultrassõnical Capsaicina.
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ABSTRACT

PORTELA, Cardos de Paula. Evaluation of lung inflammatory response in
submitted-stress rats. 2004. 161f. (PhD Thesis) - Instituto de Ciências
Biomédicas, Universidade de São Paulo. São Paulo. 2004.

The present work was designed to study the influence of two stress
models and the capsaicin neonatal treatment on lung inflammation in Wistar
rats. Stress and anxiety leveis were measured through ultrasonic
vocalizations. The inflammatory response was induced by anaphylatic
reaction to an OVA-inhalatory challenge 14 days after a sensitization with
OVA antigen. The stress models applied to the animais were respectively: l -
Social confrontation of intruder rats vs dominant and resident rats: and 2 -- 13
daily sessions of escapable shocks discriminated by a sound stimulus, and
by one session of inescapable shocks discrimínated by the same stimulus
unto a shuttle box chamber. The pulmonary indexes e.g. elastance and
resistance of airway were increased in stressed rats. Moreover, stressed
animais showed a larger elastance index of airways evaluated by respiratory
function in mechanical ventilation when compared to non-stressed control
groups. Capsaicin neonatally-treated animais that were submitted to stress
exhibited decreased airways basal elastance indexes in relation to animais
treated with control solution compared to non-stressed animais. Differences
were not observed in the content of nitric oxide in the exhaled air of rats not
treated with capsaicin. Taken together, these data suggest: 1 . The existence
of a positive correlation between anxiety and stress leveis, and decrement of
lung inflammatory responsel 2. An inhibitory effect of capsaicin on airways
elastance indexes. Data were discussed considering the bidirectional
relationships between nervous and immune systems as well as the actions of
neuropeptides, released in the proximity of the peribronchial airway tissues.

Key-words: Asthmal Neuroimmunomodulationl Allergyl Anxiety and Stress
Ultrasound vocalizationl Capsaicin.
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H RESUMEN

PORTELA, Cardos de Paula. Evaluación de la respuesta inflamatoria
pulmonar em ratas cometidos a estrés. 2004. 161f. Teses (Doctorado en
Farmacologia) - Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidade de São
Paulo,São Paulo,2004.

EI presente trabajo busco evacuar la influencia de dos modelos de
estrés sobre la inflamación pulmonar en ratas macho de la línea Wistar,
tratados neonatalmente con capsaicina o solución control. Mediante el
registro de las vocalizaciones ultrasónicas (VU's), se hubieron constatado
los niveles de ansiedad y de estrés. La respuesta inflamatoria fue inducida
por una reacción anafilática decurrente del desafio inalatório al antígeno
ovoalbumina. en animais sensibilizados hace 14 dias. Los modelos de estrés
aplicados a los animales consistió, respectivamente: 1- Estrés por
confrontación social de ratas macho invasores contra residentes dominantes
y 2 - Estrés en esquiva activa compuesta por 13 sesiones diárias de
choques escapables, simultaneamente acompaóados del sonido de una
campanilla, seguidas de una sesión de choques inescapables, acompaãados
del mesmo sonido. Mediante el análisis de pruebas de función respiratoria, se
hubieron evaluado los índices de elastancia y resistencia del sistema
respiratorio; se observo mayor intensidad de la respuesta inflamatória
pulmonar en los animales sometidos a los modelos de estrés, en relación a
los animales del grupo control no sometidos a los modelos de estrés
descritos: se constató que los animales tratados neonatalmente con
capsaicina y sometidos al modelo de estrés em esquiva presentaron una
disminución en los índices de elastancia basal del sistema respiratorio, en
relación a los animales no tratados. No fueron observadas entre los grupos
diferencias significativas en los índices de óxido nítrico encontrado en el abre
exhalado de los animales de los grupos sin capsaicina. Tomados en
conjunto, los presentes resultados sugieren: 1 - una correlación positiva entre
los niveles de ansiedad/estrés y la respuesta inflamatória pulmonarl 2- un
efecto inhibitorio del estrés, en animales tratados con capsaicina sobre los
índices de elastancia de las vias aéreas. Estas datos fueron interpretados
temendo en cuenta las relaciones bidireccionales existentes entre los
sistemas nervioso e inmunológico, así como una acción de neuropeptídeos
liberados junto al tecido peribrõnquico de las vias aéreas.

Palabras-clave: Asmal Neuroimunomodulación; Alergias Ansiedad y Estrésl
Vocalización ultrasónical Capsaicina.
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Ao longo da evolução, as diversas espécies têm procurado adaptar-se

e sobreviver aos desafios e às necessidades, impostos pela natureza. Por

conta disto e, de acordo com o ponto de vista evolucionista, grande parte

dos seres vivos desenvolveu comportamentos e reações somático-viscerais,

fundamentais para sua sobrevivência. Assim, nas situações de risco, medo,

apreensão e agressividade, órgãos e sistemas colocam em ação

mecanismos aprimorados para enfrentar as adversidades e competições

inerentes aos ecossistemas em que vivem.

/'b.

f''\.
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Os seres humanos, sobretudo os que vivem nas grandes metrópoles,

convivem diariamente com situações peculiarmente adversas, do ponto de

vista emocional e psicológico. Os diversos problemas financeiros, as crises

nas relações sociais, o medo da violência crescente, a fome e a falta de

trabalho e de moradia são alguns dos inúmeros exemplos das difíceis

condições que acometem, de formavprolongada, muitas pessoas. São

disparados, nestas condições, os mesmos mecanismos de defesa

apresentados acima. As consequências psicológicas e orgânicas da

ansiedade e do estresse, assim gerados, no entanto, repercutem na

fisiopatologia dos organismos, conforme verificação e notificação dos

serviços de saúde do nosso e de diversos países. De fato, estes serviços

têm relacionado a causa e o agravamento de diversas patologias ao

estresse e à ansiedade, que podem influenciar, inclusive, os tratamentos e

as resoluções a serem adotadas.
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Somam-se a estes aspectos, os expressivos custos sociais,

previdenciários e, até mesmo aqueles decorrentes de perdas na

produtividade, por causa do absenteísmo no trabalho e na escola, entre

outros.

'b

'\

f6. Na busca por um melhor conhecimento sobre as consequências

fisiológicas da ansiedade e do estresse, pesquisadores de nossos

laboratórios e de diversas instituições têm usado alguns conceitos,

pertinentes ao paradigma de interação dos sistemas nervoso, endócrino e

imune, isto é, da área de estudo que investiga os fenómenos de

neuroimunomodulação ou psiconeuroimunologia.

,'"'''\

De fato, um grande número de estudos, conduzidos por

pesquisadores de diferentes áreas, busca clarificar alguns dos aspectos bio-

psico-sociais subjacentes ao estresse, à ansiedade e à depressão,

correlacionando-os às disfunções imunológicas e patologias sob um ponto

de vista dinâmico e interdisciplinar. Vários distúrbios psicopatológicos têm

sido, assim, associados a problemas detectados, por exemplo, em diversos

órgãos dos sistemas cardiovascular, respiratório, gastrintestinal e da pele.

Neste sentido, disfunções nestes sistemas parecem ser bastante afetadas

por fatores emocionais. Permanecem no entanto e, a despeito de todo o

avanço na área biomédica, pontos obscuros ou contraditórios quanto às

relações existentes entre estes fenómenos.
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A psiconeuroimunologia e a psicossomática são áreas de

conhecimento que têm investigado em profundidade estas relações.

Observou-se, à título de exemplo, que na asma há um forte componente

emocional envolvendo episódios de ansiedade ou estresse próximos ao

surgimento de crises. A asma é uma doença crónica de origem alérgica

pulmonar, cujos complexos mecanismos de neurotransmíssão e de

mediação química envolvidos, estão sujeitos a diferentes estímulos internos

e externos. Por esta razão, os modelos ü uivo parecem ser os mais

adequados para a investigação dos fenómenos de neuroimunomodulação

ligados a esta doença, uma vez que permitem uma análise abrangente de

variáveis endógenas e exógenas, que atuam conjuntamente.

Assim sendo, o presente estudo dá continuidade aos trabalhos

realizados anteriormente e, também /n v/vo e que resultaram tanto em nosso

trabalho de mestrado, como em publicações, anexadas no final desta tese, e

cujo delineamento e principais resultados experimentais obtidos podem ser

assim descritos:

Ratos Wistar machos foram sensibilizados i.p. com antígeno

ovoalbumina (OVA)l decorridas 24 horas, os animais foram submetidos a um

estresse produzido em caixa de esquiva ativa, conforme descrito por

Millenson e Leslie (1979). Foram registradas as emissões de vocalização

ultrassõnica (VU), durante os dez minutos iniciais das sessões de estresse
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e, realizado o teste de interação social no campo aberto, uma hora após a

última sessão. Realizou-se, também, o lavado broncoalveolar (LBA) e a

subseqüente contagem total de células em câmara de Neubauer,

proveniente desses animais.

Observou-se, neste le experimento que

1.1 - 0s ratos submetidos ao estresse emitiram VU's nos intervalos dos

estímulos e nos períodos de adaptaçãol estes fatos sugeriram que o

estímulo estressor desencadeava esta resposta, caraderizadamente

ansiogênica, pois nenhum dos grupos de ratos não estressados emitiu VU'sl

l

,--q

1.2 -- O tempo de interação social das duplas de animais sensibilizados e

estressados foi significativamente menor do que o das duplas de animais

sensibilizados, não estressadosl

1.3 - A quantidade total de células presentes no LBA dos animais

sensibilizados e estressados, foi estatisticamente mai(5r do que o de animais

sensibilizados e não estressadosl

Num segundo estudo, que emoregou o mesmo desenho experimental

de sensibilização e estresse, os animais foram tratados diariamente com
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diazepam (DZP) (2,0 mg/kg i.p.) uma hora antes de serem colocados no

aparelho de esquiva e, também, foram monitorados para registro das VU's.

Foram verificados os níveis de anticorpos anta-OVA específicos (anafilaxia

cutânia passiva) e mensurados os índices de edema peribrõnquico, por

histometria, em microscopia de imersão.

Neste 2g experimento, verificou-se que

2.1 -- A exemplo do que ocorreu no primeiro experimento, todos os animais

submetidos ao estresse emitiram VU's e nenhum dos animais dos grupos

controle (sensibilizados, não estressados e tratados tanto com o DZP ou

com a solução controle) expressaram este comportamento;

2.2 - Não houve diferença estatisticamente signiülcante entre os níveis de

anticorpos anti-OVA específicos dos animais de todos os gruposl

2.3 -- Houve um aumento nos índices de edema peribrõnquico nos animais

do grupo sensibilizado, estressado, mas não tratado éom o DZP em relação

aos do grupo de animais sensibilizados, estressados e tratados com o DZPI

diferenças foram também encontradas entre os resultados dos animais do

grupo de sensibilizados, não estressados e não tratados com DZP, em

relação aos animais sensibilizados, não estressados e tratados com o DZP

Diferenças significantes foram ainda encontradas comparando-se: a) o grupo
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de sensibilizados, estressados e não tratados com o DZP, cujos índices

foram mais elevados do que aqueles do grupo de sensibilizados,

estressados e tratados com o DZP e, b) dos animais sensibilizados, não

estressados e tratados com o DZP, que foram menores do que os do grupo

de sensibilizados, não estressados e tratados com solução controle.

E oportuno lembrar, que posteriormente foram publicados (PORTELA

ef a/., 2001) dados complementares aos da dissertação de mestrado, nos

quais mostrou-se que:

a) - Não havia diferença estatisticamente significante no número de células

polimorfonucleares (PMN) encontradas próximo às vias aéreas dos ratos dos

quatro grupos estudadosl

b) -- O número de células linfomononucleares (LMN) encontradas na parede

das vias aéreas de ratos do grupo de sensibilizados, estressados e não

tratados com o DZP era significativamente maior que aquele encontrado nos

animais do grupo de sensibilizados, estressados e tratados com o DZP, bem

como nos ratos dos grupos de sensibilizados, não estressados, tratados ou

não com o DZP;

c) - O tratamento com o diazepam reduziu a infiltração de células LMN dos

animais do grupo de sensibilizados, estressados e tratados com o DZP



.'''\

/q.

.""'\

,''h.

Doutorado Garfos Portela Introdução.25

comparado ao que foi encontrado nos animais do grupo de sensibilizados,

estressados, mas não tratados com o DZP. Finalmente, nâo se observaram

diferenças estatisticamente significantes entre os dados dos grupos de

animais sensibilizados, não estressados, e tratados tanto com o DZP como

com a solução controle.

Estes dados sugeriram, por um lado, que o estresse poderia ter sido

responsável por uma intensificação da resposta inflamatória e, por outro, que

o diazepam poderia ter tido efeito imunomodulador sobre a inflamação,

particularmente sobre a atividade celular envolvida./"'\.

Tais resultados mostram-se intrigantes se levarmos em conta também

outros trabalhos conduzidos em nossos laboratórios, que apontaram

aspectos imunomodulatórios para o estresse e para este e outros fármacos

benzodiazepínicos. Assim, observou-se:

- Após estresse, diminuição da atividade de macrófagos (FONSECA ef a/.,

20021 PALERMO-NETO ef a/., 2003) além de alterações no crescimento de

tumor ascético de Ehrlich (PALERMO-NETO ef a/., 2001; MORGULIS ef a/.,

2004);

- Que ansiolíticos da classe dos benzodiazepínicos, mostraram-se capazes

de diminuir a atividade de macrófagos e de neutróüllos (SILVA ef a/., 2003,
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20041 MASSOCO ef a/,, 2003), bem como reduzir o edema de pata induzido

por carragenina (LAZZARINI ef a/., 2001 , 2003).

Estes e outros estudos, do nosso e de outros grupos, ilustram a

importância da investigação a cerca dos eventos que envolvem o estresse e

a ação de fármacos, na neuroimunomodulação.

De fato, há diversos mecanismos, compreendendo mediadores

químicos e neurotransmissores, os quais estão envolvidos na

neuroimunomodulação. Observou-se, por exemplo, que as terminações

nervosas do tipo "ülbras C" têm um importante papel na modulação das

respostas comportamentais induzidas imunologicamente (BASSO ef a/.,

2001, 2003, 2004). Além disso, verificou-se que animais, previamente

expostos ao antígeno OVA em local escuro e protegido, aprenderam a evitar

o local de contato com este antígeno, preferindo locais claros e

desprotegidos, demonstrando que a ansiedade devido à reação alérgica, os

condicionou a evitar até mesmo os locais que são normalmente preferidos

pelos ratos, a fim de evitarem o estímulo aversivo antigênico experienciado

nestes ambientes (COSTA-PINTO ef a/ 2004).

,''x

Estes e outros trabalhos da área têm direcionado a atenção para um

possível papel regulador dos neuropeptídeos, os quais são liberados por

estas terminações nervosas, existentes inclusive nas vias aéreas, cuja



/'-.

lr''\.

.''q

/'\

/"]

Doutorado Cardos Portela [nüodução .2]

atividade está relacionada ao tõnus muscular.

broncoconstrictor, em termos de função pulmonar.

atuando como

Levando-se em conta a pesquisa, os resultados e os questionamentos

gerados pelos trabalhos acima mencionados, bem como a relevância do

problema relacionado à asma e ao estresse, considerou-se oportuno e

interessante analisar "/n úvo" a resposta inflamatória alérgica pulmonar de

ratos adultos sensibilizados com OVA e submetidos a dois modelos de

estresse, um caracterizado pelo contato social estressante com um rato

"ameaçador" e, outro desencadeado por estímulos ambientais estressantes.

Decidiu-se, também, avaliar a participação de neuropeptídeos nestes

processos, através do tratamento neonatal com capsaicina.
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A importância atribuída às relações mente-corpo e saúde é citada

desde a antiguidade, como se depreende da leitura de registros da milenar

medicina chinesa (MACIOCIA, 1996) e das teorias dos humores de

Hipócrates e Galeno (STERNBERG, 1998); nestas, ressaltavam-se as

relações entre o sistema nervoso e os órgãos de defesa do organismo. Em

nosso meio acadêmico, é de amplo conhecimento que tanto o sistema

nervoso central (SNC) e o periférico (SNP), quanto o sistema imunológico

estão implicados mutuamente na manutenção da homeostase (McEWEN,

1998) formando a base dos fenómenos observados e analisados na assim

chamada neuroimunomodulação.

'''1

De acordo com Blalock (1984), as interações dos sistemas imune e

neuro-endócrino, atuantes na neuroimunomodulação, .compreendem

diferentes modulações bioquímicas. De fato, estes sistemas compartilham

de receptores para citocinas, neurotransmissores, hormõnios e

neuropeptídeos. Além disso, produtos originalmente tidos como específicos

de cada um destes sistemas coexistem em tecidos linfóide, endócrino e

nervoso. Assim, por exemplo, há citocinas sendo produzidas no Sistema

Nervoso Central (SNC) e também hormõnios, tais como o Hormõnio Adreno-

Corticotrópico e o Hormõnio Estimulante da Tireóide, sendo sintetizados em

células linfóides (BESEDOVSKY e DEL REY, 1996). A partir destas

observações, começa-se a delinear o conceito de que há comunicações e

relações entre os sistemas neuro-endócrino e imune que ocorrem em dois

sentidos, isto é, tanto mecanismos neura-endócrinos podem modular a
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atividade do sistema imune, quanto este pode influenciar a atividade do

sistema neura-endócrino (MADDEN e FELTEN, 1995, DHABHAR e

McEWEN, 1997, BASSO ef a/., 2003).

Dados obtidos em nosso laboratório também fortalecem a noção de

que o SNC influencia parâmetros relacionados ao sistema imune. Assim

sendo, foi demonstrado que não apenas estímulos estressores de natureza

psicológica (PALERMO-NETO e GUIMAF{ÃES, 2000, MORGULIS ef a/.,

20041 PALERMO-NETO ef a/., 2003), mas também aqueles de natureza

física (FONSECA ef a/., 20021 PALERMO-NETO ef a/., 2003), são capazes

de promover uma redução da fagocitose realizada por macrófagos e de

tornar camundongos mais susceptíveis ao desenvolvimento do tumor de

Ehrlich.
.--'\

Por conta disso, o estresse e a ansiedade, considerados fatores

potencialmente neuroimunomoduladores, têm sido associados à problemas

respiratórios, cardiovasculares, dermatológicos, psicopatológicos, sexuais,

etc. Sabe-se que o estresse pode suprimir alguns mecanismos de defesa

enquanto estimula outros (SHU ef a/., 19931 APANIUS, 19981 GONZALEZ-

QUUANO,1998).

As conseqt)ências do estresse podem variar de acordo com a

intensidade, preditibilidade e a controlabilidade do agente estressante. A
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percepção de estressores como previsíveis ou imprevisíveis, bem como a

possibilidade de controlar ou não os estímulos aversivos são os maiores

determinantes do estresse psicológico, modulando suas consequências

(PARÉ e GLAVIN, 19931 apud BAUM ef a/., 1981). Os modelos de

estimulação aversiva em aparelhos de esquiva são considerados como

capazes de produzir boa parte das reações e respostas típicas do estresse,

com interessante potencial imunomodulatório (C00VER ef a/., 1 971 ).

A liberação de glicocorticóides, esteróides importantes para a

atividade do sistema imunológico, está relacionada ao mecanismo conhecido

como eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) que é ativado em maior

escala durante situações de estresse. Além disso, diferentes

neurohormõnios, neuropeptídeos, citocinas e catecolaminas .participam da

reação ao estresse e dos processos inflamatórios, interligando funções

periféricas e centrais (DUNN e SWIERGEL, 1998). Alguns produtos

celulares, como as interleucinas (IL's) e o hormõnio liberador de

corticotrofina podem atuar em linfócitos, mastócitos e nervos periféricos,

favorecendo a resposta inflamatória de origem alérgica como a asma, o que

levanta a hipótese de um papel relevante para o estresse na

neuroimunomodulação (WEBSTER ef a/., 1 998).

.''''\

''1

l Paré WP, Glavin GB. Animal models of stress in pharmacology. In:,van Haaren F
editor. Methods in Behavioral Pharmacology. New York: Elsevier Science Publisher; 1 993. p
413-41
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De fato, a liberação de neurotransmissores, hormânios e citocinas,

durante situações estressantes, modula respostas inflamatórias

(PERS00NS ef a/., 19951 HOLSBOER, 19951 DUNN e SWIERGEL, 1998).

Estudos indicam que estados de estresse e ansiedade (LEONARD e SONG,

19961 FONSECA ef a/., 20021 PALERMO-NETO ef a/., 2003), bem como

ansiolíticos (SCHLUMPF ef a/., 19921 MASSOCO e PALERMO-NETO,

2003), mostram-se imunomodulatórios, tanto em animais de laboratório

como no homem (DOHMS e METZ, 1991).

Além disso, as neurocininas, em especial a substância P (SP) e a

neurocinina A (NKA), também têm sido implicadas com os processos

alérgicos (MARTINS ef a/., 1991c), parecendo mesmo ter a capacidade de

exacerba-los em situações de estresse (BASCOM e MEGGS, .1995; J00S e

PAUWELS, 2000).

Cabe lembrar, inicialmente, que a resposta inflamatória de origem

alérgica pulmonar pode ser induzida por um modelo experimental de

sensibilização e desafio antigênico. De acordo com a literatura, a

sensibilização pode ocorrer quando o organismo entra em contato com um

determinado antígeno, o que estimula a ativação de células T, de grande

importância em diversos processos alérgicos que envolvem o trato

respiratório (HACZKU ef a/., 1 995b). Segundo Holgate (1 999), estas células

T, após o estímulo decorrente do contato antigênico, produzem um conjunto

restrito de citocinas consideradas pró-alérgicas, pois estão relacionadas à
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produção de anticorpos específicos, existentes em processos alérgicos,

como é o caso das imunoglobulinas da classe "E" (lgE), por exemplo. A

presença destas lg's, devido à produção das citocinas pró-alérgicas regula,

por exemplo, a resposta de migração celular ao foco inflamatório após a

reexposição ao antígeno, ou seja: o desafio antigênico (MÃES ef a/. 19991

MOSMANN ef a/. 1996).

. .
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Nos seres humanos, os anticorpos ou lg's estão particularmente

ligados ao desenvolvimento da asma (BECKER e AUSTEN, 19661 TURNER,

1997). Inclusive, foi estabelecido que o desencadeamento das crises de

asma, após o contato com ácaros, pólens, fungos, pêlos de animais, entre

outros antígenos, esteja relacionado à existência de anticorpos para estas

substâncias (V00RHORST ef a/., 1 9671 POLLART e PLATTS-MILLS, 1989,

POLLART ef a/., 1989). Além disso, outros fatores contribuem para a piora e

a reincidência das crises de asma, tais como: a fumaça, o ar poluído e,

ainda, infecções virais (para revisão, ver SIBBALD ef a/., 19921 POPP ef a/..

1993)

Assim, alguns modelos experimentais de estresse oferecem dados

particularmente interessantes para a análise desta questão, em virtude das

alterações deflagradas em modelos de inflamação alérgica pulmonar, nos

quais alguns parâmetros costumam ser necessariamente verificados, caso

por exemplo da produção de anticorpos e do aumento, após o desafio

antigênico, no número de eosinófilos, mastócitos, neutrófilos, linfócitos e de
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células epiteliais no fluido do LBA (ELW00D ef a/., 1991). Estes parâmetros

guardam estreita relação com diversos fenómenos observados na asma.

Em especial, a asma, foi definida no workshop do /nfernaüona/

Consensus Report on Natíonal Asthma Educatíon and Prevention Program

do /Vafi0/7a/ /nsüft/fes of Hea/fh (NIH), como uma doença inflamatória crónica

de vias aéreas. Dentre os aspectos imunopatológicos decorrentes do quadro

asmático salienta-se: descamação de epitélio; deposição de colágeno abaixo

da membrana basall edema ao redor das vias aéreasl ativação de

mastócitosl infiltração inflamatória composta de neutrófilos (particularmente

nos quadros agudos fatais), eosinófilos e linfócitos.

é-'K.
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A prevalência e mortalidade da asma têm aumentado em diversos

países nas últimas décadas (BARNES e ADCOCK, 1997). Em 1994 havia

cerca de 12 milhões de portadores de asma nos EUA; este país e, também

aqueles da Europa registraram um aumento de 30% de casos de asma na

última década (GILMOUR, 1 995)-

Vale ressaltar que a hiperresponsividade do trato respiratório,

característica típica da asma, envolve limitação da ventilação do fluxo aéreo

pulmonar devido, principalmente, a fatores como hipersecreção mucosa,

edema peribrõnquico e infiltração inflamatória na região bronquial, que

tornam a membrana basal e o epitélio brônquico espessos, participando,

ainda, das contrações das vias aéreas (KOBZIK e SCHOEN, 1994).
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Por outro lado, desordens de ansiedade, como o transtorno de pânico

e a agorafobia podem atuar no desencadeamento da asma (COWLEY e

ROY-BYRNE, 19871 RIE'TVELD ef a/., 1999). Corroboram para isto dados

que sustentam a hipótese de que as desordens de ansiedade são mais

predominantes em asmáticos do que na população saudável

(YELLOWLEES e KALUCY, 19901 VILA ef a/., 2000). Além disso, em testes

de personalidade foram detectadas escalas maiores de ansiedade, pânico e

medo em pacientes asmáticos (NEUHAUS, 19581 DIRKS ef a/., 1979), o que

ressalta a importância de se considerar outros aspectos que transcendem à

complexa relação antígeno-anticorpo. Estes fatos, atuando em conjunto,

levam alguns pacientes a uma incapacitação e dependência cada vez maior

dos serviços médicos e do uso de medicamentos (DIRKS ef a/., 1 977).

/""'"'b
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A contração das vias aéreas, por sua vez, responde a estímulos

nervosos, cujos mecanismos de vneurotransmissão parecem ser

dependentes do sistema nervoso colinérgico, adrenérgico e do sistema

nervoso não-adrenérgico e não-colinérgico (NANC) (BARNES e DIXON,

19841 WIGGS, ef a/, 1991; BARNES e LIEW, 1995). A broncoconstrição

pode ser estimulada por acetilcolina, proveniente de fibras eferentes do

nervo vago, que atua em receptores muscarínicos (RICHARDSON, 1991 ) ou

pode ser estimulada via receptores j32-adrenérgicos existentes na

musculatura lisa brônquica, cuja fibras, presentes principalmente na árvore

brônquica, recebem inervação noradrenérgica ou respondem à adrenalina

liberada pela medula da glândula adrenal (WIGGS ef a/., 1991 ).
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O sistema NANC apresenta dois grandes grupos: um componente

inibitório que causa broncodilatação e outro excitatório cuja estimulação

resulta em broncoconstrição (J00S e PAUWELS, 2000). Neste sentido, a

identidade precisa dos neurotransmissores do componente inibitório do

sistema NANA ainda não está totalmente definida. Acredita-se hoje que

estes efeitos sejam exercidos, provavelmente, pelo peptídeo vasoativo

intestinal (VIP), peptídeos relacionados (peptídeo histidina-metionina ou

isoleucina e peptídeo histidina-valha) e pelo óxido nítrico (NO) (BELVISI ef

a/., 1992). A liberação do VIP resulta em broncodilatação, sendo 50 a 100

vezes mais potente na produção deste efeito que o isoproterenol em

preparações de brõnquio isolado (BARNES e DIXON, 1984). Embora a

inalação com VIP por animais de experimentação resulte em

broncodilatação, este efeito não foi evidenciado em humanos (SAID, 19821

BARNESeDIXON,1984).

/'.

Neste contexto, Joos e Pauwels (2000), em seus estudos sobre a

fisiopatogenia da asma brônquica mostraram que alguns dos efeitos

broncoconstritores e inflamatórios da asma estão intimamente ligados à

liberação de neurocininas por fibras nervosas sensitivas não mielinizadas

denominadas de "fibras C". As principais neurocininas, a nível pulmonar são

a SP e a NKA (BURNSTOCK, 19691 UCHIDA ef a/., 1987).
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Entre as ferramentas farmacológicas existentes para o estudo das

neurocinincas - tanto da SP, como da NKA -- pode-se citar a depleção das

fibras C. Esta depleção pode ser obtida experimentalmente mediante o

tratamento com altas doses de capsaicinal este tratamento resultou, por

exemplo, na diminuição de mais de 90% do conteúdo pulmonar de

neurocininas SP e NKA (MARTINS ef a/., 1991a).

A capsaicina é um componente da pimenta vermelha do gênero

Capsium. Jancsó ef a/. (1967) constataram que a capsaicina purificada

apresentava uma função bloqueadora sensitiva. A degeneração neurotóxica

das terminações nervosas sensitivas não mielinizadas (fibras C) mediante

administração de altas doses de capsaicina em animais de experimentação

é um importante modelo para estudos dos efeitos fisiológicos das

neurocininas (KRÕLL ef a/., 19901 HOLZER, 19911 MARTINS ef a/., 1991al

MARTINS ef a/., 1991b).

A ação da capsaicina nas terminações sensitivas decorre da sua

ligação com receptores específicos chamados de vanilóides (SZALLASI e

BLUMBERG, 1 991 ). Estes receptores foram descobertos a partir de estudos

com a proteína resinaferotoxina, que despolariza a membrana de neurónios

em cultura, liberando neuropeptídeos (MAGGI, 1995). Quando a capsaicina

se liga aos receptores vanilóides, ocorre inibição de canais catiõnicos

voltagem-dependente, com posterior influxo de Cálcio (Ca') e de Sódio e
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efluxo de Potássio. Esses eventos culminam com a liberação maciça de

neurotransmissores, que determinam, em função da concentração, a

neurotoxicidade (KRÕLL ef a/., 19901 SZALLASI e BLUMBERG, 1991).

Martins ef a/. (1993) estudaram os efeitos, na mecânica pulmonar,

decorrentes da infusão de capsaicina por via intravenosa em cobaias,

utilizando a técnica da cápsula alveolar modificada para pequenos animais,

conforme proposto por Saldiva ef a/., (1992). Demonstraram que a infusão

de capsaicina resultou em aumentos significativos, e de maneira dose

dependente, na resposta mecânica e viscoelástica pulmonar. A explicação

para o aumento da resistência do sistema respiratório tissular após infusão

de capsaicina poderia estar relacionada à ativação da musculatura lisa

presente em bronquíolos terminais e ductos alveolares.

Vários modelos experimentais têm demonstrado que a SP pode agir

como quimiotática para eosinófilos, /n vivo e in v/fno (DUNZENDORFER, ef

a/., 1998). WEINSTOCK ef a/. (1988) demonstraram que eosinófilos são

capazes de expressar gene para a SP. Weinstock e Blum (1990)

demonstraram que eosinófilos presentes em granulomas esquistossomóticos

foram capazes de sintetizar SP. Sagara ef a/. (1 993) estudaram os efeitos da

liberação aguda de neurocininas, como a SP, em cobaias por exposição à

capsaicina por via inalatórial observaram um aumento significativo da

resistência do sistema respiratório após a inalação com capsaicina. Na
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avaliação histopatológica de fragmentos do brõnquio fonte direito, estes

autores observaram um intenso infiltrado eosinofílico.

Kroegel ef a/. (1990) estudaram a capacidade da SP e de outros

peptídeos de ativar eosinófilos obtidos da cavidade abdominal de cobaias.

Houve aumento da liberação de peroxidase eosinofílica com concentrações

de SP de 10 nM a 100 mM. O mecanismo pelo qual a SP induz liberação de

peroxidase por eosinófilos não é conhecido. Esta liberação ocorre

independente de haver lesão celularl neste sentido, ela parece não

depender da liberação de Ca' ou mesmo de um mecanismo receptor-

dependente, visto que não é inibida pela associação de um antagonista do

receptor para SP. Wiedermann ef a/. (1993) demonstraram que a SP

estimula a migração de eosinófilos ir7 üfro sendo a EC50 encontrada de

aproximadamente 1 -1 0 pM e a resposta máxima obtida com 1 00 pM.

Numao e Agrawal (1992) estudaram o efeito quimiotático de quatro

neuropeptídeos para eosinófilos purificados do sangue de pacientes

alérgicos e de sujeitos controles. Os peptídeos isoladamente não exerceram

atividade quimiotática signiülcativa para eosinófilos. Quando estas células

foram pré-tratadas com Fator de Ativação Plaquetária (PAF) ou Leucotrieno

B4 (LTB4) houve potencialização significativa da resposta quimiotática para

SP e NKA. Estes achados sugeriram que provavelmente a SP devia estar

envolvida nos mecanismos de ativação destas células e no ajuste fino para o
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desencadeamento dos processos de degranulação celular. Deste modo, a

SP deveria contribuir para a perpetuação do processo inflamatório que

ocorre em várias doenças, particularmente na asma brônquica.

Existem algumas evidências adquiridas de experimentos conduzidos

h v/vo e in v/fro sugerindo que as neurocininas, particularmente a SP,

possam contribuir para a formação de um infiltrado inflamatório, visto que

podem interagir com linfócitos, mastócitos e eosinófilos (WIEDERMANN ef

a/., 1989). Assim, sugeriu-se que estas substâncias estimulem a produção

de citocinas por linfócitos, particularmente IL-2, IL-6, Fator de Necrose

Tumoral-a (TNF-a) e Interferon-y (IFN-') (WAGNER ef a/., 1987; NIO ef a/.,

19931 RAMESHWAR ef a/., 1993). Stanisz ef a/. (1987) estudaram linfócitos

de placas de Peyer e de baço de ratos. Utilizando citofluorimetria,

observaram que houve ligação da SP com linfócitos T e B provenientes

destes dois locais, sem haver expressão diferencial nas duas populações

celulares. Estes resultados sugeriram que os efeitos da SP em linfócitos

eram provavelmente mediados via ligação a receptores específicos de

membrana.

Foster ef a/. (1991) sugeriam que a SP estimulava a proliferação e

agia como quimiotático para linfócitos. Moore ef a/. (1 990) administraram SP

em ovelhas através da canulação de vias aferentes de linfonodos periféricos

e observaram, nesta situação, a ocorrência de um estímulo para a liberação
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de linfócitos CD4+ destes linfonodos. Este estímulo se mantinha até 96

horas após uma única infusão de SP. Caso os animais recebessem uma

infusão da mesma dose de SP, seis dias antes de serem sensibilizados a um

determinado antígeno, ocorria abolição do período de latência para a

produção de anticorpos. Estes efeitos sugeriram potencialização da resposta

imune pela SP, tanto celular como daquela ligada à produção de

imunoglobulinas.

Tibério ef a/. (1997) mostraram que cobaias depletadas de

neurocininas e expostas cronicamente à OVA apresentavam redução

significativa no número de células mononucleares ao redor das vias aéreas,

particularmente de linfócitos CD4+. Por outro lado, havia uma tendência à

redução do número de eosinófilos tanto no lavado broncoalveolar quanto ao

redor das vias aéreas. Estes fatos sugeriram que, neste modelo

experimental, as neurocininas influenciavam a formação do infiltrado

linfocitário CD4+ de modo mais significativo do que o eosinofílico. Estes

achados pareciam confirmar evidências indiretas, descritas anteriormente,

de que os efeitos das neurocininas nos eosinófilos estariam relacionados à

ativação dos linfócitos CD4+, sendo que outros mediadores apresentariam

um efeito quimiotático mais significativo em relação a estas células.

.'''x

Como discutido previamente, muitas evidências têm sugerido que a

interação de eosinófilos e linfócitos representa um papel fundamental no
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desenvolvimento da inflamação e da hiperresponsividade brônquica,

possivelmente via ativação de linfócitos CD4+ (AZZAWI ef a/., 19901

CORRIGAN e KAY, 1991; ROBINSON ef a/., 1993). Acredita-se que as

neurocininas possam representar um via alternativa de ativação linfocitária,

uma vez que atuam diretamente via ligação a receptores específicos de

membrana, exercendo um efeito quimiotático direto e mais efetivo nestas

células.

Estudos dos mediadores químicos envolvidos nas crises de asma

apontam para um papel crucial do sistema nervoso autónomo pulmonar,

tendo-se sugerido que a broncoconstrição seria decorrente da uma ação de

neurotransmissores e neuropeptídeos em fibras nervosas presentes nas vias

aéreas (para revisão ver BOCHNER, 1 994).

Um outro aspecto importante a ser considerado sobre a asma, diz

respeito às alterações linfocitárias, especificamente relacionadas à

população de células CD4' nesta doença. Foi observado que existe ativação

destas células no sangue de pacientes asmáticos e que existe correlação

positiva delas com a gravidade da doença. Relatou-se, também, um

aumento da expressão de receptores para IL-2 (CD25) (WALKER ef a/..

1 991 ; WILSON ef a/., 1992). Em pacientes asmáticos submetidos à biópsias

endobrõnquicas e lavado broncoalveolar, observou-se aumento de

expressão de receptores para IL-5 e para moléculas de adesão (ICAM-l e



dr'''\.

Doutorado Cartas Portela Revisão da Literatura -43

VCAM-l), indicando este fato, ocorrência de ativação de linfócitos nestes

pacientes (BENTLEY ef a/., 1 993al BENTLEY ef a/., 1 993b).

.,''\

/'n\

Os linfócitos, como se sabe, podem ser divididos em dois subgrupos

maiores, a saber: CD4+ e CD8+. Os linfócitos CD4+ são células envolvidas

nos processos inflamatórios, enquanto os linfócitos CD8+ são responsáveis

pela resposta citotóxica, destruindo as células do hospedeiro que expressam

novos antígenos desencadeados por açao viral, bacteriana, transformação

maligna, assim como atuam nos processos de rejeição. Metzger ef a/.

(1987), estudando o lavado broncoalveolar de asmáticos atópicos,

observaram que, após 48 horas da broncoprovocação, havia um aumento da

população de linfócitos T CD4+. Além disto, este aumento só ocorria em

pacientes que apresentavam a reação tardia. Gerblich .ef a/. (1984)

observaram, após a broncoprovocação, diminuição do número de linfócitos

CD4+ no sangue periférico de pacientes asmáticos atópicos. Estes achados

sugeriram a existência de um recrutamento seletivo destas células na reação

asmática tardia. Por outro lado, Stock ef a/. (2004) mostraram, em pacientes

asmáticos atípicos que só apresentam a reação imediata, a ocorrência de

um aumento da subpopulação CD8+ no fluido do lavado broncoalveolar

após a broncoprovocação.

.

Após a ativação por contato com antígenos, os linfócitos CD4+ são

capazes de elaborar uma série de mediadores protéicos, as assim
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chamadas citocinas. Estudando especificamente sua interação com

eosinófilos, estes peptídeos mostraram-se capazes de promover a

maturação daquelas células (ROTHENBERG ef a/., 1987), bem como de

aumentar a sua sobrevida in v/fro (ROTHENBERG ef a/., 1989), e sua

atividade quimiotática (WANG ef a/., 1989) e efetora (ROTHENBERG ef a/.,

1989). .Assim sendo, os linfócitos CD4+ ativados são capazes de

desencadear um processo inflamatório independente da presença de lgE.

Tal fato permitiu que se levantasse a possibilidade de haver uma hipótese

única para explicar a patogênese da asma em pacientes não atópicos e

atípicos (CORRIGAN e KAY, 1991).

Parte desta hipótese diz respeito às neurocininas liberadasl sabe-se

que elas podem proporcionar aumento na quimiotaxia e na ativação de

células do sistema imunológico e aumento na liberação de histamina e

citocinas por parte de linfócitos T, macrófagos e mastócitos (M00RE ef a/.,

19901 SAGARA ef a/., 1993).

A infiltração celular e a hiperreatividade brônquica são também

verificadas na asma em humanos. Considerando-se que a hiperreatividade

brônquica pode persistir mesmo na ausência das células inflamatórias,

Elwood ef a/. (1991) sugeriu que a infiltração celular seria apenas parte do

complexo processo de hiperresponsividade brônquica.
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Já com relação aos níveis de anticorpos, Persoons ef a/. (1995)

observaram um aumento significativo nos títulos de anticorpos ou de lg's das

classes E em ratos sensibilizados e expostos a um estresse inescapável em

esquiva atava. De acordo com os autores, as diferenças observadas foram

conseqüentes de interações do SNC com a atividade do sistema

imunológicos macrófagos alveolares estimulados por endotoxina, por

exemplo, produziriam níveis mais elevados da citocina IL-l. Vale lembrar

que esta citocina tem importante papel nas funções do SNC em processos

inflamatórios (DE VRIES ef a/., 1991; KAPSENBERG ef a/., 19921 DUNN e

SWIERGEL, 19981 COHN e SÁ-ROCHA, 2004). Por fim, é importante citar

que as lg's, em especial lgE e lgG - estão intimamente relacionadas com a

degranulação de mastócitos, verificada em quadros alérgicos e na asma.

como estudado por Basso ef a/- (2003) e Corrigan (1 992), respectivamente.

Por outro lado, a gravidade, o tipo de estresse e a resposta

comportamental do animal ao agente estressor, podem determinar o grau

das alterações do sistema imunológico observadas diante de uma

estimulação estressante. Entre as técnicas para a avaliação do estresse

sobre a resposta imunológica, encontram-se aquelas relacionadas ao

condicionamento pavlovíano (ADER e COHEN, 19931 PALERMO-NETO e

GUIMAF{ÃES, 2000) e aquelas que induzem comportamentos sociais típicos,

como é o caso do modelo de confrontação social, modelo que consiste na

exposição de animais intrusos com animais residentes, no ambiente destes

últimos (STEFANSKI e BEN-ELIYAHU, 1996).
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De acordo com Stefanski e Engler (1998). no modelo de confrontação

social, ratos machos e fêmeas nomeados "residentes" devem ser colocados

em gaiolas grandes desde o nascimento. Na idade adulta, ou com cerca de

3 meses, os machos maiores presentes na gaiola tomam-se dominantes,

estabelecendo-se uma hierarquia social e desencadeando-se uma reação a

ratos invasores de seu território. Assim, quando são colocados ratos "/7a/ve"

neste ambiente, estes animais são tratados como intrusos. Além disso e,

para a confrontação social, os ratos intrusos devem ser mantidos em

ambiente diferente da gaiola grande onde formou-se a hierarquia sociall

assim, têm-se optado por manter os animais "intrusos" nas gaiolas padrão

comuns (gaiolas de moradia) até o momento no qual são introduzidos na

gaiola grande, ambiente dos residentes.

O modelo de confrontação social: intruso x residente, em ratos de

laboratório, tem sido considerado válido para o estudo dos efeitos de

condições estressantes sobre os sistemas endócrinos, cardiovasculares e

imunológicos (STEFANSKI e ENGLER, 1998). Esses autores observaram

que o tempo de interação social entre os ratos intrusos e os ratos

residentes/dominantes implica em diferentes alterações na imunidade

celular.

Assim, Stefanski e Engler (1998) observaram que na estimulação

estressante aguda da confrontação social por 2 horas houve um aumento no
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número de granulócitos e um aumento no número de linfócitos T CD4 e CD8

nos animais intrusos, ao passo que, na estimulação estressante prolongada

(por 48 horas), não houve alteração no número destas células nos animais

intrusos. Os autores atribuem as diferenças quantitativas encontradas à

migração das células sangüíneas, ou seja: à redistribuição celular. De fato,

as diferenças entre o tempo de exposição ao estresse por confrontação

social parecem ser determinantes para a avaliação de diversos parâmetros

fisiológicos e celularesl assim, Stefanski(1 997) observou que o estresse por

confrontação social prolongado sem interrupções (por 7 dias) resultou em

aumento de noradrenalina e adrenalina no plasma sangtlíneo e decréscimo

no número de células CD4+ e CD8+, bem como em níveis reduzidos de

testosterona. Soube-se, neste contexto, que a interação social

acompanhada pela agressividade foi associada a elevados níveis de

glicocorticóides (HENRY, 1982). É de amplo conhecimento que estes

hormõnios atuam suprimindo a produção de citocinas pró-inflamatórias tais

como, TNF-a, IFN-y e IL-2 (CHROUSOS, 1995).

O estresse também pode ser produzido em aparelho de esquiva ativa.

Neste caso, utiliza-se uma caixa que possui dois lados iguais e que

possibilita ao animal esquivar-se e/ou escapar de estimulações aversivas, ao

se locomover de um lado para o outro da caixa. Assim, e de acordo com a

metodologia descrita por Millenson e Leslie (1979), cada rato é colocado em

um dos lados da esquiva, podendo explora-la por 3 minutosl em seguida,

uma campainha é acionada, sinalizando que ocorrerá uma estimulação



!-'''\.

''3

Doutorado Cáries Portela Revisão da Literatura - 48

elétrica no piso da caixa, do lado em que o animal estiver. De acordo com a

programação do equipamento, geralmente automático, a cada campainha

e/ou estimulação elétrica é possível para o animal passar para o outro lado

da caixa, sendo que ao fazê-lo. evita o estímulo aversivo. Estas seqüências

são repetidas e aprendidas pelo animal, e produzem estresse (C00VER et

al, 1971), além de modificar a resposta inflamatória alérgica pulmonar

(PORTELA ef a/., 2001 , 2002).

Cabe ressaltar que nestes e, em outros modelos de estresse, a

avaliação comportamental deve incluir a constatação da ansiedade

produzida pelos procedimentos adotados. Assim, aparelhos para registro da

ansiedade e do estresse têm sido amplamente utilizados como ferramenta

em estudos farmacológicosl um destes aparelhos permite a detecção de

VU's emitidas pelos ratos (MICZEK ef a/., 1995). Estes modelos têm se

mostrado, aliás, extremamente eficazes para a investigação dos efeitos de

fármacos que reduzem ou abolem a ansiedade, como os ansiolíticos.

')
-'1

Trabalhos conduzidos pelo grupo de Chang (1991) mostraram que o

DZP e o alprazolam diminuíram a formação de IL-2 e de seus receptores.

Estes dados levaram à sugestão de que a IL-2 participa, de maneira direta,

dos efeitos inibitórios dos benzodiazepínicos (BDZ's) na proliferação de

linfócitos T e B. Além da IL-2, a IL-6 também é influenciada pelos BDZ's, os

quais são capazes de diminuir sua liberação por linfócitos esplênicos
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estimulados (SCHREIBER ef a/., 1993). Vale lembrar que agonistas de

receptores BDZ's periféricos e centrais interferem, também, com a

fagocitose dessas células (COVELLI ef a/., 1991 l KRUMHOLZ ef a/., 19871

MASSOCO e PALERMO-NETO, 1999; SALVA e PALERMO-NETO, 1999).

Conforme já mencionado anteriormente, o estado emocional pode

interferir com o desencadeamento da resposta alérgica de origem

imunológica. Partindo dessa premissa, Bonamin e Malucelli(1995)

mostraram que o estresse do isolamento social induzido em camundongos

modificou a resposta imunológica e o desenvolvimento do edema induzido

por carragenina na pata. Outros trabalhos mostraram que um estresse físico

produzida por uma estimulação aversiva na pata (FONSECA ef a/., 2002)

bem como outros de natureza psicológica (PALERMO-NETO ef a/., 2003;

MORGULIS et a/., 2004) são capazes de diminuir a atividade de

macrógagos, caracterizando este fato redução da imunidade inata. Além

disso, considera-se que possa haver uma possível participação dos lirúócitos

em alterações decorrentes da apresentação do antígeno. De fato, Irwin et

a/., (1990) e Jain ef a/., (1991) observaram diminuição na proliferação de

linfócitos em ratos submetidos a estímulos estressantes por tempo

prolongado.

Por conta destes dados, é correto supor que a duração, o tipo e a

intensidade do estímulo estressante conduzem a resultados diferenciados na
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resposta comportamental e imune, sendo que a estimulação intensa, por

curtos períodos de tempo parece reduzir parâmetros da resposta

inflamatória, ao passo que uma estimulação menos intensa, porém

administrada continuamente parece exacerbar certos parâmetros da mesma

resposta inflamatória.

Diante dos dados apresentados, parece claro que o meio ambiente e

os fatores comportamentais podem interferir com a resposta inflamatória

alérgica, inclusive com aquela que ocorre em nível pulmonar. No entanto,

apesar dos estudos realizados até o presente momento, existem dados

conflitantes no que conceme à questão. Assim sendo, este prometo

pretendeu colaborar para um maior esclarecimento de alguns desses

pontos.

Especificamente, levando-se em conta a pesquisa, os resultados e os

questionamentos gerados pelos trabalhos mencionados anteriormente, bem

como a relevância do problema relacionado à asma e ao estresse,

considerou-se oportuno e interessante analisar "/n vivo" a resposta

inflamatória alérgica pulmonar de ratos adultos sensibilizados com OVA e

submetidos a dois modelos diferentes de estresse, um caracterizado pelo

contato social estressante com um rato "ameaçador" e, outro desencadeado

por estímulos ambientais estressantes. Pretendeu-se, ainda, tratar os
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animais neonatalmente com capsaicina com vistas a avaliar os efeitos da

redução dos neuropeptídeos nestes processos.

/'b

/'x
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3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos do estresse sobre a resposta inflamatória de

origem alérgica pulmonar em ratos adultos, tratados ou não neonatalmente

com capsaicina, sensibilizados com OVA e submetidos a dois modelos de

estresse.

3.2 0bjetivos específicos

3.2.1 Estudar os efeitos do estresse social agudo (2 horas) e prolongado

por 48 horas ou 14 dias sobre a resposta comportamental de ratos

sensibilizados com OVA.
.''''\

'')

3.2.2 Estudar a resposta inflamatória de origem alérgica pulmonar em ratos

sensibilizados e desabados com OVA, submetidos a um estresse

social, prolongado por14 dias.

3.2.3 Estudar a resposta inflamatória de origem alérgica pulmonar em ratos

sensibilizados e desafiados com OVA, tratados neonatalmente com

capsaícina, e submetidos a um estresse por choques em caixa de

esquiva atava por14 dias.
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4.1 Sujeitos

Foram utilizados 94 ratos "Wistar" (naftas no/vegict/s), machos, com

idade aproximada de 3 meses, peso médio de 350 g, geneticamente

similares e provenientes de uma prole obtida nos Biotérios da Faculdade de

Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo.

Os animais foram utilizados e tratados em conformidade com as

normas e procedimentos éticos relativos ao uso de animais de laboratório da

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia na Universidade de São

Paulo (FMVZ-USP), que são semelhantes às normas e regimentos

internacionais descritos pelo Coram/ffee on Gare a/7d C/se of l.aborafo/y

,Anima/ Resot/ases, /Vaf/ona/ Research CouncÜ EUA. Todos os animais

permaneceram em biotério, constituído por sala com ventilação, umidade (45

a 60%) e temperatura (24' - 26'C) controladas. A iluminação artificial

proporcionou aos animais um ciclo claro-escuro de 12 horas. As lâmpadas

utilizadas foram do tipo fluorescente (1200 lux). Água e comida foram

fornecidas aos animais ad #bifum durante todo o experimento, sendo

retiradas durante as observações experimentais. Os animais foram mantidos

em gaiolas plásticas, medindo 41 x 34 x 16 cm forradas por maravalha e

tampadas por grade metálica (gaiola padrão).
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4.2 Drogas e reagentes

eCapsaicina -- (Spectrum Chemical MFG Corp, Gardena.)l

eHidFÓxido de Alumínio em forma de gel coloidal (Pepsamar®

.Ovoalbumina - grau ll (Egg a/óumir7 grade ll - Sigma®)l

.Pentobarbitol Sádico(C/fsfá/la®)l

eSolução de PBS - pH 7,41

eSOIUção de Rinaer (Aster®)

Whitehall labs)
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4.3. Aparelhamento

4.3.1 Esquiva atava

Caixa de esquiva tipo sht/#/e box (modelo E I0-16 Couóourn

/nsfrume/7fs, EUA) mantida no interior de um compartimento modular, para

atenuação sonora. A regulagem proporcionou um tempo de espera de 3

minutos (período de habituação). Uma campainha de 6 dB era acionada por

2 segundos, quando então seguia-se a liberação de uma pequena corrente

elétrica de 0,5 mA no piso da caixa de esquiva, ou nenhuma estimulação

(grupo controle). A esquiva durante a campainha ou durante o choque,

interrompia a estimulação elétrica. Após o tempo máximo de 5 segundos o

choque também era interrompido. Em ambos os casos, após 28 segundos

de espera, era emitida nova campainha seguida ou não de choque e assim

por diante, até o total de 50 estimulações. Esse procedimento repetido

diariamente até o 13' dia proporcionou o condicionamento dos animais. No

14' dia os animais já condicionados foram submetidos a uma sessão na

mesma caixa de esquiva, com 50 choques inescapáveis, pareados à mesma

campainha.

A Figura l mostra os equipamentos controladores das caixas de

esquiva ativa. Ainda nesta Figura, em detalhe, é apresentado um animal

dentro de uma caixa de esquiva, em procedimento idêntico ao deste estudo,
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com a finalidade de ilustrar. no referido equipamento, as mesmas

circunstâncias nas quais os experimentos transcorreram

Figura l Equipamentos controladores das caixas de esquiva ativa.
Abaixo, em detalhe, rato em procedimento experimental em
uma caixa de esquiva.
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4.3.2 Gaiolas grandes enriquecidas

As gaiolas grandes enriquecidas foram construídas para proporcionar

aos animais, além do conforto e condições sanitárias adequadas, um

ambiente que estimulasse um dos comportamentos naturais de sua espécie,

qual seja: o da territorialidade. Este comportamento consiste de

confrontações entre os animais, representando uma situação de estresse

social, bastante apropriada para a presente investigação (STEFANSKI,

1997)

As gaiolas são compostas por oito módulos metálicos, idênticos, cada

um medindo 78 X 65 X 40 cm, contendo em seu interior duas rampas, três

abrigos, um comedouro, um bebedouro, e um brinquedo (tubo-cotovelo

metálico).

Para reproduzirmos experimentalmente as condições do estresse

social, foi importante manter animais na/ve (8 casais) nos módulos, para que

estes escolhessem e estabelecessem seus territórios nas gaiolasl assim,

todos os módulos foram interligados por rampas, passagens e tubulações

em PVC. A Figura 2 mostra os módulos e seus dispositivos para água e

comida, além dos componentes de estimulação para a locomoção,

exploração e abrigo (rampas, tubos, conexões, cilindros metálicos, etc.) os
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quais também estão melhor detalhados em uma ilustração maior de um dos

módulos da gaiola grande enriquecida

Figura 2. Módulos das gaiolas grandes enriquecidas, conectadas, para
o uso no estresse social. A direita, vista frontal de um dos oito
módulos das gaiolas grande.
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4.3.3 Microfone captador de vocalizações ultrassõnicas

Afim de monitorar emissões de VU's, em decorrência do estado de

ansiedade e estresse, foi utilizado o aparelho D 940 (..//frasot/nd l)efecfor, da

empresa Petterson Elektronic AB (Holanda). O equipamento, um detector de

vocalização ultrassânica, esteve conectado a um computador do tipo PC,

que registrou a freqüência e a intensidade das VU's emitidas pelos animais.

/''\.

/''\

/''\.

A Figura 3 mostra o equipamento completo, detalhando o microfone

captador (à direita) e o amplificador, o qual foi programado para filtrar as

VU's, selecionando e coletando VU's de 35 dB, na faixa de 20 a 35 kHz,

considerada como típica de ansiedade e de estresse.

O equipamento ainda permitia a transformação das vocalizações em

sinais sonoros (audíveis por fone de ouvido) e sinais visíveis (através da tela

de um computador), podendo, estes últimos, serem vistos na figura 4. O

mesmo computador controlava a duração da sessão de gravação das VU's,

a frequência e a amplitude, através do uso do software (R900 Pefferson

E7ecfronlks (Holanda).
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Figura 3. Equipamento detector de vocalizações ultrassõnicas, utilizado
nos módulos das gaiolas grandes enriquecidas conectadas e
nas caixas de esquiva atava.

ABe (nntrot Analysis Display analysi
#

3 S 7
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Figura 4. Registro e visualização, na tela do computador,
vocalizações ultrassõnicas ocorridas durante estresse.

de
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4.3.4 Aparelhos para a Avaliação da mecânica pulmonar e dos níveis de
óxido nítrico

A responsividade do sistema respiratório foi verificada através do

desafio antigênico por inalação de OVA. A pressão da câmara foi medida por

um transdutor (modelo TRD 5700) conectado a módulos de amplificação

(modelo CHA 0150, EUA) e analisada por um Sistema de se/tware

BioSystem XA (modelo SFT 1810, EUA). O ar exarado pelos ratos foi

armazenado em balões de cometa e analisados em no máximo 12 horas

através do aparelho /v/fHc Ox/de 4naijyser (modelo NOA 280, Sievers®,

EUA).

As Figuras 4 e 5 mostraram, respectivamente, os aparelhos utilizados

na avaliação da mecânica pulmonar e na mensuração do NO presente no ar

exarado dos animais. Na Figura 4 os equipamentos estão dispostos da

mesma forma como estiveram durante o procedimento experimental de

ventilação mecânica pulmonar, detalhando, inclusive, o balão estéril inflado

com o ar exarado do animal, o qual foi conectada e exaurido no aparelho de

análise,ilustrado na Figura 5.
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Transdutor para o
cálculo da
Elastância e
Resistência

Aparelho para
ventilação mecânica

econexõespulmonar

Balão inflado com
ar contendo NO.

Figura 5. Sistema de coleta, análise e determinação dos índices de
função pulmonar (elastância e resistência do sistema
respiratório). Notar o balão de roleta do ar exalado dos ratos,
contendo NO.

Figura 6. Aparelho de análise do ar exalado contendo NO, coletado
durante o procedimento de avaliação da mecânica pulmonar.
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4.4 Metodologias

4.4.1 Depleção de neurocininas

Foi realizada no 2e dia de vida, mediante injeção i.p. de capsaicina (50

mg/kg), na concentração de 50 mg/ml, diluída em 10% de etanol e 10% de

tween 80 em solução de Naco 0,9%. Ratos do grupo controle receberam

somente o veículo da capsaicina.

'''''\

4.4.2 Protocolo de inflamação alérgica pulmonar

Os procedimentos de Sensibilização e desafio foram realizados de

acordo com Coleman ef a/., (1983). Cada rato foi ativamente sensibilizado

por uma injeção i.p. de 0,66 ml contendo uma suspensão de 15 pg de OVA

[Grau ll - a]bumina de ovo - SIGMA] acrescidos de 300 mg de hidróxido de

alumínio [AI(OH3)] em 0,9% (wt/vol) de cloreto de sódio. Este foi

considerado o dia 0 de sensibilização. Sete dias após, os animais foram

submetidos ao reforço antigênico, injetados subcutarieamente com dose e

concentrações idênticas as da sensibilização de OVA + AI(OH3). O

Hidróxido de Alumínio foi acrescido por atuar como adjuvante, favorecendo a

produção de lgE específica à OVA (MACQUEEN ef a/., 1 989).
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O desafio com OVA foi feito individualmentel para tanto, os animais já

completamente anestesiados, foram traqueostomizados. Através de uma

cânula de poliuretano e de um inalador (modelo S31 Inalamax NS Indústria

de Aparelhos Médicos, Brasil) era gerada uma névoa de aerosol, contendo

uma solução de OVA (10%) em salina, bombeada através do sistema de

entrada de um aparelho para ventilação pulmonar artiülcial para animais de

pequeno porte (item 4.3.4).

4.4.3 Modelos de estresse
lf'''\,

.'''\

.''''\

4.4.3.1 Estresse em esquiva ativa

A estimulação aversiva nas patas (por envio de corrente elétrica às

mesmas) é um conhecido modelo indutor de ansiedade e estresse. Este

estímulo foi utilizado como sugerido por De Vry ef a/., (1993), com

modificações. Os animais foram colocados individualmente dentro da caixa

de esquiva ativa, onde permaneceram por 3 minutos para habituarem-se ao

ambiente, podendo caminhar livremente pelos dois lados da esquiva. Após

este período, um estímulo sonoro (campainha) era acionado por dois

segundos, sendo seguido pela estimulação aversiva.

Este esquema foi repetido 50 vezes, totalizando um total de

permanência na caixa de esquiva de aproximadamente 30 minutos,
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dependendo da performance do animal, nas fugas e esquivas, programadas

para intervalos de 28 segundos entre cada tentativa. Este esquema foi

seguido diariamente até o 1 3' dia.

Em todas as tentativas, a resposta esperada (a de passar para o outro

lado da caixa), durante o aviso sonoro, cancelava a liberação de choque e

interrompia o estímulo sonoro. A passagem para o outro lado durante a

liberação da estimulação elétrica, também interrompia a estimulação

aversiva. Por razões óbvias de segurança. ~ao tempo máximo de 5 segundos

a estimulação era interrompida automaticamente.I'''\.

Observou-se que após poucas sessões os animais já esquivavam-se

da maioria das estimulações aversivas. Este procedimento de esquiva em

que há um aviso sonoro, denominado estímulo discriminatório, fomece altos

níveis de aquisição e manutenção de respostas esperadas neste modelo de

condicionamento (MILLENSON e LESLIE, 1979)-

Os ratos dos grupos de animais não submetidos a estresse (controle

para o estresse) eram submetidos ao mesmo esquema na caixa de esquiva,

sem receber a estimulação aversiva.
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4.4.3.2 Estresse social em gaiola grande enriquecida

Os animais a serem submetidos ao estresse social foram colocados

individualmente nas gaiolas grande enriquecidas, conforme o modelo

desenvolvido por Stefanski(1 997) com algumas modificações.

Em resumo, o procedimento consiste em manter oito casais de ratos

naipe dentro da Gaiola Grande, pelo tempo necessário para que sqa

estabelecido o comportamento de territorialidade, o que coincide com o

aparecimento das ninhadas e representa o momento em que a "hierarquia"

entre os ratos foi estabelecida. Os machos que se tornam dominantes,

geralmente os maiores, são denominados na literatura como residentes, e

mantém parte da Gaiola Grande como seu território e o defendem dos outros

ratos. Ratos nunca antes colocados neste ambiente, quando são

introduzidos são considerados pelos ratos residentes como "intrusos". Como

o efeito do estresse se faz mais acentuado nos intrusos, estes foram os

animais estudados no presente trabalho.

/'''\.

Assim sendo, 24 horas após a sensibilização, os grupos de ratos

intrusos, doravante denominados grupos Estresse, foram divididos

igualmente e aleatoriamente em quatro subgrupos, de acordo com o tempo

de exposição à estimulação estressante:
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Subgrupo Controle
grande enriquecida vazias

cada rato foi colocado individualmente na gaiola

Subgrupo estresse social agudo -- cada rato foi
individualmente na gaiola grande enriquecida pelo período de 2hl

colocado

Subgrupo estresse social prolongado 1 -- cada rato foi colocado
individualmente na gaiola grande enriquecida pelo período de 48hl

Subgrupo estresse social prolongado 2 -- cada rato foi colocado
individualmente na gaiola grande enriquecida pelo período de 1 4d.

Nenhum dos animais apresentou comportamentos violentos ou que

pusessem em risco sua integridade física durante o experimento
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4.4.4 Avaliação de parâmetros da emocionalidade

Composta pela análise de vocalizações ultrassânicas. O registro da

VU é um conhecido modelo de avaliação do estado emocional de ratos,

sendo expresso em situações de ansiedade e estresse acentuados (DE VRY

ef a/., 1 9931. Este parâmetro comportamental consiste de muitas chamadas

curtas, homogeneamente distribuídas ao longo das sessões nas esquivas

ativas (MICZEK ef a/., 1991), bem como pelos machos intrusos, em sinal de

submissão aos ratos residentes dominantes.

''b Para efetuar o presente estudo, o microfone (descrito no item 4.3.3)

foi erguido sobre o módulo, em sua lateral, a fim de aproximar-se o máximo

possível dos animais em confrontação social, sem interferir com seus

comportamentos, mas de forma tal a captar as VU's que os ratos intrusos

emitiriam para os ratos residentes, de acordo com o modelo proposto por

Stefanski(1 997) com algumas modificações.

O aparelho também esteve ligado durante cada sessão de estresse

na esquiva ativa, tendo sido conectado à tampa superior da mesma.

Em ambas situações, as gravações foram feitas entre 8:00h e 1 2:00h
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4.4.5 Avaliação da mecânica pulmonar.

Respeitando-se o rodízio entre animais dos diferentes grupos, todos

os animais foram anestesiados profundamente através de uma injeção i.p.

de Pentobarbitol Sádico (50 mg/kg). Cada animal era conduzido a uma sala

onde eram feitos os procedimentos cirúrgicos. Foi feita uma abertura de

cerca de l centímetro de diâmetro no pescoço de cada rato, com vistas a

devulsionar o tecido e expor parte da traquéia, na qual foram inseridos cerca

de 7 mm de uma cânula de polietileno, de 3 mm de diâmetro.

Esta cânula era conectada a uma bifurcação, do mesmo material que,

por sua vez, estava conectada ao aparelho de ventilação (item 4.3.4). Este

aparelho regulava a entrada e saída de ar, pelos pulmões dos animais e, por

estar acoplado a um transdutor de sinais, registrava e calculava os índices

de eiastância e resistência do sistema respiratório dos mesmos. Logo após a

tomada dessas medidas antes dos desafios antigênicos (medida basal), a

conexão de saída do aparelho de ventilação pulmonar era temporariamente

desconectada, sendo ligada a um balão especial para coleta de ar, a partir

do qual foram medidos os níveis de NO basal.

Depois de reconectada a cânula de saída no aparelho de ventilação,

sua entrada era ligada ao aparelho de inalação, através do qual se

nebulizava a solução salina controle ou de OVA (10%) por 60 segundos,
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configurando-se no desafio antigênico, conforme item 4.4.2. Imediatamente

após o desafio, trocavam-se as conexões e esperavam-se alguns segundos

(limpeza do sistema) para coletar os índices de elastância e resistência do

sistema respiratório novamente.

Decorridos 5 minutos, contados a partir do desafio antigênico, foram

feitas as mesmas reconexões desta feita para inflar os balões com o ar

exalado dos animais após o desafio, contendo NO.

''''\.

Terminados estes procedimentos, era feita uma abertura na cavidade

abdominal dos animais, sendo estes sacrificados por exsanguinação.
.''''x

4.4.6 Avaliação da concentração de amónia

A concentração de amónia foi determinada mediante a utilização de

um kit comercial (Matheson® - 8014KA, NL, EUA). Este kit é composto por

uma bomba de sucção manual de 100ml de ar, acoplada a um tubo de

dosagem contendo reagentes - em forma de grânulos - específicos para a

amónia. O tubo era descartável e possuía em seu exterior uma escala de

valores em partes por milhão (ppm).
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Em sua utilização, o ar é succionado pela bomba e passa pelo tubo

de dosageml devido ao contato da amónia com os reagentes químicos

existentes no interior do tubo ocorre alteração da cor dos grânulos, que

passam da cor rosa inicial para a cor amarela. Quanto maior a concentração

da amónia no ambiente, onde o aparelho foi utilizado, maior serão as

escalas de preenchimento com a coloração amarela.
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4.5 Delineamento experimental

4.5.1 Experimento 1. Estudo dos efeitos do estresse social agudo (2

horas), prolongados (48 horas) e prolongados (14 dias) sobre a

resposta comportamental de ratos sensibilizados com OVA

Após um período de adaptação de 14 dias, 32 ratos foram divididos

ao acaso, em quatro grupos conforme segue

Grupo Controle'

8 animais foram irjetados i.p. com Solução controle(l,O mg/Kg).

Decorridas 24 horas, os animais foram apenas mantidos na gaiola grande

enriquecida vazia, conforme Item 4.4.3.2 (grupo Controle).

Grupo EA*

8 ratos foram injetados i.p. com OVA, conforme item 4.4.2. Decorridas

24 horas, os animais foram submetidos ao estresse agudo, por duas horas

na gaiola grande enriquecida, conforme Item 4.4.3.2 (grupo EA2h).

Grupo EPl*

8 ratos foram injetados i.p. com OVA, conforme item 4.4.2. Decorridas

24 horas, os animais foram submetidos ao estresse prolongado por 48 horas

na gaiola grande enriquecida, conforme Item 4.4.3.2 (grupo EP48h).
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Grupo EP2'

8 ratos foram injetados i.p. com OvA, conforme item 4.4.2. Decorridas

24 horas, os animais foram submetidos ao estresse prolongado por 14 dias

na gaiola grande enriquecida, conforme Item 4.4.3.2 (EPI 4d).

,''n

* Durante os dez minutos do estresse social nas gaiolas grandes

enriquecidas, foi feito o registro das VU's emitidas pelos ratos, conforme

descrito no item 4.4.4

4.5.2 Experimento 2. Estudo da resposta inflamatória alérgica

pulmonar de ratos submetidos a um modelo de estresse

prolongado(14 dias)

Após um período de adaptação de 14 dias, 31 ratos foram divididos

ao acaso, em quatro grupos conforme segue

Grupo Sal-C*

6 animais foram sensibilizados (dia O) com Solução controle(l,O

mg/Kg). Por 14 dias, foram apenas colocados na gaiola grande enriquecida

vazia'. No 14Q dia foram submetidos aos procedimentos cirúrgicos,

destinados a avaliar a mecânica pulmonar antes e após o desafio com

Solução controle, bem como coletar o ar exarado dos animais, contendo NO,

conforme descrito no item 4.4.5.
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Grupo OA-C*

8 animais foram sensibilizados (dia O) com OVA, conforme item 4.4.2.

Por 14 dias, foram apenas colocados na gaiola grande enriquecida vazia'.

No 14Q dia foram submetidos aos procedimentos cirúrgicos, destinados a

avaliar a mecânica pulmonar antes e após o desafio com OVA, bem como

coletar o ar exalado dos animais, contendo NO, conforme descrito no item

4.4.5
.''b

;'F'\
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Grupo Sal-EP*

7 animais foram sensibilizados (dia O) com Solução controle(l,O

mg/Kg). Por 14 dias, foram submetidos ao estresse prolongado na gaiola

grande enriquecidas. No 149 día foram submetidos aos procedimentos

cirúrgicos, destinados a avaliar a mecânica pulmonar antes e após o desafio

com Solução controle, bem como coletar o NO, conforme descrito no item
4.4.5

Grupo OA-EP*

10 animais foram sensibilizados (dia O) com OVA, conforme item

4.4.2. Por 14 dias, foram submetidos ao estresse prolongado na gaiola
grande enriquecida'. No 14Q dia foram submetidos aos procedimentos

cirúrgicos, destinados a avaliar a mecânica pulmonar antes e após o desafio

com OVA e coletar o ar exarado dos animais, contendo NO, conforme

descrito no item 4.4.5.

Durante os dez minutos do estresse social nas gaiolas grandes

enriquecidas, foi feito o registro das VU's emitidas pelos ratos, conforme

descrito no item 4.4.4
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4.5.3 Experimento 3. Estudo dos efeitos do tratamento neonatal com

capsaicina, sobre a resposta inflamatória de origem alérgica

pulmonar em ratos submetidos ao estresse em caixa de esquiva

ativa

Aos 2 (dois) dias de idade, 31 ratos foram tratados neonatalmente

com capsaicina, conforme assinalado no item 4.4.1 e, aos 90 dias de idade

foram divididos ao acaso, em quatro grupos conforme segue

Grupo C-Sal-C'

7 animais foram sensibilizados i.p. com Solução controle(l ,O mg/Kg)

(dia O). A partir do dia 1 , foram colocados na caixa de esquiva' ativa apenas

para ouvir a campainha (som discriminatório).

Grupo C-OA-C*

9 animais foram sensibilizados i.p. com OVA, conforme item 4.4.2 (dia

0). A partir do dia 1, foram colocados na caixa de esquiva' apenas para

ouvir a campainha (som discriminatório).

Grupo C-Sal-EC'

7 animais foram sensibilizados i.p. com Solução controle(l ,O mg/Kg)

(dia 0). A partir do dia 1, foram submetidos ao estresse na esquiva ativa",
conforme descrito no item 4.4.3.1 .
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Grupo C-OA-EC'

8 animais foram sensibilizados i.p. com OVA, conforme item 4.4.2 (dia

0). A partir do dia 1, foram submetidos ao estresse na esquiva ativa',
conforme descrito no item 4.4.3. 1 .

* No 14e dia foram submetidos aos procedimentos cirúrgicos,

destinados a avaliar a mecânica pulmonar antes e após o desafio com

OVA e coletar o ar exarado dos animais, contendo NO, conforme descrito

no item 4.4.5.

' Durante os dez minutos do estresse social nas esquivas ativas,

foi feito o registro das VU's emitidas pelos ratos, conforme descrito no item

4.4.4
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4.6 Análise estatística

Para a análise estatística dos dados experimentais foi inicialmente

aplicado o teste de Bad/ef (JOHNSON e LEONE, 1997), para verificar se os

mesmos apresentam ou não uma distribuição normal, ou seja, determinar se

os dados eram paramétricos ou não-paramétricos. Para a análise dos dados

paramétricos foi empregado o teste "t" de Student ou, quando de

comparações múltiplas entre grupos, ANOVA seguida do teste de Tukey-

Kramer. Nos casos de dados não paramétricos, utilizou-se o teste "U" de

Mann-VVhitney ou a análise de variância não paramétrica de Kruskal-Wallis,

seguida do teste de Dunnet, para a determinação das possíveis diferenças

entre os grupos.

..''''x

.''''\

Os dados da Vocalização Ultrassõnica foram transformados em

porcentagens e analisados pelo Teste Exato de Fisher.

Em todos os cálculos estatísticos foi utilizado o se/tware Graphpad

/nsfaf (versão 3.061 2003) para veriülcação de possíveis diferenças entre os

grupos. O nível de significância a ser adotado foi de 5%, ou seja, a

probabilidade P < 0,05 foi considerada capaz de revelar diferenças

estatisticamente significantes entre os grupos.
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Experimento l

Efeitos do estresse social sobre a vocalização ultrassõnica

de ratos sensibilizados com OVA.
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5.1 Experimento 1. Estudo dos efeitos do estresse social sobre a

vocalização ultrassõnica de ratos sensibilizados com OVA.

Conforme mostra a Figura 7, todos os animais submetidos ao

estresse social exibiram o comportamento de VU, o qual foi detectado nas

ocasiões de confrontação, nas quais possivelmente os ratos intrusos

emitiram o aviso ultrassõnico em resposta aos estímulos advindos do rato

residente, daqueleterritório.
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Figura 7. Efeitos do estresse social agudo (2 horas), do estresse
prolongados (48 horas) e do estresse prolongados (14 dias)
sobre a porcentagem de detecção das vocalizações
ultrassõnicas de ratos sensibilizados com OVA, detectadas
durante o estresse social na gaiola grande enriquecida.

Estão ilustradas as médias por grupo
Teste Exato de Fisher. N=8

'P<0,0001 em relação ao grupo Controle.
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Experimento 2

Estudo da resposta inflamatória alérgica pulmonar de ratos

submetidos a um modelo de estresse prolongado (14 dias).
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5.2 Experimento 2. Estudo dos efeitos do estresse social sobre a

localização ultrassõnica de ratos sensibilizados com OVA.

Todos os ratos sensibilizados com OVA e submetidos ao estresse

prolongado (14 dias) reagiram ao estímulo estressante emitindo

vocalizações ultrassõnicas detectadas durante o estresse social na gaiola

grande enriquecida (dados não mostrados).
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5.2.1 Efeitos de um modelo de estresse social sobre os valores basais da

elastância do sistema respiratório de ratos sensibilizados com OvA.

Conforme ilustra a Figura 8, não houve diferença significativa entre os

valores basais da elastância do sistema respiratório entre os animais de

todos os grupos, demonstrando este fato que a sensibilização per se não

produziu alterações perceptíveis na função pulmonar basal, sobretudo nas

vias aéreas distais.
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Efeitos de um modelo de estresse social sobre os valores
basais da elastância do sistema respiratório de ratos
sensibilizados com OvA.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos.
Anova não paramétrica, Kruskal Wallis. n = 6 -- 10

P : 0,9713
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Figura 8.
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5.2.2 Efeitos de um modelo de estresse social sobre os valores máximos da

elastância do sistema respiratório de ratos sensibilizados e desafiados

comOVA

Conforme ilustra a Figura 9, não houve diferença significativa entre os

valores máximos da elastância do sistema respiratório, demonstrando que o

modelo de estresse social não produziu alterações suficientes para afetar a

função pulmonar, sobretudo nas porções distais das vias aéreas dos

animais.
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Efeitos de um modelo de estresse social sobre os valores
máximos da elastância do sistema respiratório de ratos
sensibilizados e desafiados com OVA.
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Figura 9.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos
Anova não paramétrica. Kruskal Wallis, N = 6 - 10

P : 0.0567
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5.2.3 Efeitos de um modelo de estresse social sobre o percentual de

aumento da elastância do sistema respiratório de ratos sensibilizados
e desafiados com OVIA

Conforme ilustra a Figura 10, houve diferença significativa entre os

percentuais de aumento da elastância do sistema respiratório, demonstrando

este fato que o modelo de sensibilização ao antígeno produziu alterações

suficientes para afetar a função pulmonar, sobretudo nas vias distais,

quando comparados os percentuais de aumento entre os grupos

sensibilizados e não sensibilizados. O modelo de estresse social atenuou

este percentual de aumento.
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Figura 10. Efeitos de um modelo de estresse social sobre os percentuais
de aumento da elastância do sistema respiratório
sensibilizados e desafiados com OvA.

Anova Paramétrica. Teste de Tukey-Kramerl N = 6 - 10
Estão ilustrados a média e o erro padrão dos grupos.

" P < 0,01 . em relação a OA-C,
"* P < 0,001 , em relação a SAL-C,

+++ P < 0,001 em relação a SAL-ES
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5.2.4 Efeitos de um modelo de estresse sobre os índices de resistência

basal do sistema respiratório do sistema respiratório de ratos

sensibilizados com OVA.

q

Conforme ilustra a Figura 11, não houve diferença significativa entre

os índicesde resistência basal do sistema respiratório, demonstrando que a

sensibilização per se não produziu alterações perceptíveis na função

pulmonar basal, sobretudo nas vias aéreas proximais.

1" .

a)

g

SAL-C OA-C SAL-ES OA-ES

Efeitos de um modelo de estresse sobre os índices de
resistência basal do sistema respiratório de ratos
sensibilizados com OVA.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos.
Anova não paramétrica, Krauskal Wallis, N = 6 -- 10

P : 0,603
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Figura ll
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5.2.5 Efeitos de um modelo de estresse social sobre os valores de resposta

máxima na resistência do sistema respiratório de ratos sensibilizados
comOVA

Conforme ilustra a Figura 12, houve diferença significativa entre os

valores de resposta máxima na resistência do sistema respiratório,

demonstrando que o modelo de estresse social produziu alterações

suficientes para afetar a função pulmonar, sobretudo nas porções proximais

das vias aéreas dos animais.
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Efeitos de um modelo de estresse social sobre os valores de
resposta máxima na resistência do sistema respiratório de
ratos sensibilizados com OvA.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos
Anova não paramétrica, Kruskal Wallis, N = 6 - 10

P : 0,07
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Figura 12.
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5.2.6 Efeitos de um modelo de estresse social sobre os percentuais de

aumento da resistência do sistema respiratório de ratos sensibilizados

com OVIA

Conforme ilustra a Figura 13, houve diferença significativa entre os

percentuais de aumento nos valores de resposta máxima da resistência do

sistema respiratório. demonstrando que o modelo de sensibilização ao

antígeno produziu alterações suficientes para afetar a função pulmonar,

sobretudo nas vias proximais, quando comparados os percentuais de

aumento entre os grupos sensibilizados e não sensibilizados. O modelo de

estresse social não atenuou este percentual de aumento.

Figura 13. Efeitos de um modelo de estresse social sobre os percentuais
de aumento nos índices de resistência do sistema respiratório
de ratos sensibilizados com OVA.

Anova Paramétrica. Teste de Tukey-Kramerl N = 6 - 101
Estão ilustrados a média e o erro padrão dos grupos.

* P < 0,001 em relação ao grupo SAL-C
# P < 0,001 em relação ao grupo SAL-EP
$ P < 0,001 em relação ao grupo SAL-C

t P < 0,001 em relação ao grupo SAL-EP
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5.2.7 Efeitos de um modelo de estresse social sobre os índices de NO

pulmonar basal do sistema respiratório de ratos sensibilizados com
(:Nh.

Conforme ilustra a Figura 14, houve diferença significativa entre os

valores basais de NO encontrado no ar exalado dos animais, demonstrando

que a sensibilização per se e/ou o estresse social poderiam ter produzido

alterações perceptíveis através da liberação desse gás.

..-P''\

SAL-C OA-C SAL-ES OA-ES

Efeitos de um modelo de estresse social sobre os índices de
NO pulmonar basal do sistema respiratório de ratos
sensibilizados com OVA.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos.
Anova não paramétrica, Kruskal Wallis, N = 6 - 10

* P < 0,05 em relação ao grupo OA-C

Figura 14.
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5.2.8 Efeitos de um modelo de estresse social sobre os valores máximos de

NO do sistema respiratório de ratos sensibilizados com OvA.

Conforme ilustra a Figura 15, houve diferença significativa entre os

valores máximos de NO encontrados no ar exalado dos animais,

demonstrando que a sensibilização e o desafio ao antígeno per se

produziram alterações suficientes para afetar a produção desse gás.

comparando-se os grupos de ratos não sensibilizados e o grupo de ratos

sensibilizados e desafiados, não estressados.
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Efeitos de um modelo de estresse social sobre os valores
máximos de NO do sistema respiratório de ratos sensibilizados
com OVIA.
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Figura 15.
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5.2.9 Efeitos de um modelo de estresse social sobre o percentual de

aumento dos níveis de NO pulmonar do sistema respiratório de ratos

sensibilizados e desafiados com OvA

Conforme ilustra a Figura 16, não houve diferença significativa entre

os percentuais de aumento nos valores de NO, encontrado no ar exalado

dos animais, demonstrando que o modelo de sensibilização ao antígeno não

produziu alterações suficientes para afetar a produção desse gás.

Figura 16. Efeitos de um modelo de estresse sôbre o percentual de
aumento dos níveis de NO do sistema respiratório de ratos
sensibilizados e desafiados com OVIA.

Anova Paramétrica. Teste de Tukey-Kramerl N = 6 - 101
Estão ilustrados a média e o erro padrão dos grupos.

P : 0,232
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Experimento 3

Estudo da resposta inflamatória alérgica pulmonar de ratos

tratados neonatalmente com capsaicina e submetidos a um

modelo de estresse prolongado por choques (14 dias).
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5.3 Experimento 3. Estudo da resposta inflamatória alérgica

pulmonar de ratos tratados neonatalmente com capsaicina e

submetidos a um modelo de estresse prolongado por choques

(14 dias).

Todos os ratos submetidos ao estresse na esquiva atava emitiram

vocalização ultrassõnica durante os 28 segundos em que duraram os

intervalos entre um estímulo elétrico e outro, em todos os 14 dias em que os

animais foram colocados no aparelho. Além disso, os animais reagiram ao

estímulo estressante emitindo VU's inclusive durante os 3 primeiros minutos

de adaptação ao aparelho de esquiva, antes dos estímulos auditivo e elétrico

serem liberados. Os animais dos grupos não submetidos aos estímulos

elétricos não emitiram vocalização ultrassõnica em nenhuma circunstância

experimental(dados não mostrados).
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5.3.1 Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os valores

basais da elastância do sistema respiratório de ratos sensibilizados

com OvA, tratados neonatalmente com capsaicina.

Conforme ilustra a Figura 17, houve diferença significativa entre os

valores basais da elastância do sistema respiratório, comparando-se os

grupos de animais não sensibilizados e o grupo sensibilizado, não

estressado, demonstrando que a sensibilização per se não produziu

alterações perceptíveis na função pulmonar basal, sobretudo nas vias
aéreas distais.

Todavia, os valores banais da elastância do sistema respiratório dos

animais do grupo sensibilizado e submetido ao estresse por choques foram

menores que os dos demais grupos demonstrando este achado que o

modelo de estresse pode ter exercido influência sobre a função pulmonar.
sobretudo nas vias aéreas distais.
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Figura 17. Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os
valores basais da elastância do sistema respiratório de ratos
sensibilizados com OVA, tratados neonatalmente com
capsaiclna.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos
Anova não Paramétrica. Kruskal-Wallysl N = 7 - 91

' P < 0,05 em relação ao grupo C-SAL-C.
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5.3.2 Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os valores

máximos da elastância do sistema respiratório de ratos sensibilizados

e desafiados com OvA, tratados neonatalmente com capsaicina

Conforme ilustra a Figura 18, não houve diferença significativa entre

os valores máximos da elastância do sistema respiratório, demonstrando

que o modelo de estresse em esquiva ativa não produziu alterações

suficientes para afetar a função pulmonar, sobretudo nas porções distais das

vias aéreas dos animais.
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Figura 18. Efeitos de um modelo de estresse em esquiva atava sobre
valores máximos da elastância do sistema respiratório de ratos
sensibilizados e desafiados com OvA, tratados neonatalmente
com capsaiclna.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos.
Anova não paramétrica. Kruskal Wallis. N = 7 - 9

P : 0,339
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5.3.3 Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre o
percentual de aumento da elastância do sistema respiratório de ratos

sensibilizados e desafiados com OvA, tratados neonatalmente com

capsalctna.

Observamos, na Figura 19, que houve elevação nos percentuais de

aumento da elastância do sistema respiratório dos animais submetidos ao

desafio antigênico com a OVA, demonstrando que o modelo de

sensibilização ao antígeno produziu alterações suficientes para afetar a

função pulmonar. sobretudo nas vias distais, quando comparados os

percentuais de aumento entre os grupos sensibilizados e não sensibilizados.

O modelo de estresse em esquiva ativa não atenuou este percentual de
aumento.
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Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os
percentuais de aumento da elastância do sistema respiratório
de ratos sensibilizados e desafiados com OVA. tratados
neonatalmente com capsaicina.

Figura 19.

Anova Paramétrica. Teste de Tukey-Kramerl N = 7 - 9
Estão ilustrados a média e o erro padrão dos grupos.

' P < 0,05, em relação a C-SAL-C,
"* P < 0.Q01 , em relação a C-SAL-C,
### P < 01001 em relação a C-.OA-C,
$$$ P < 0,001 , em relação a C-SAL-EC.
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5.3.4 Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os índices

de resistência basal do sistema respiratório de ratos sensibilizados

com OvA, tratados neonatalmente com capsaicina

Conforme ilustra a Figura 20, não houve diferença significativa entre

os índices de resistência basal do sistema respiratório, demonstrando que a

sensibilização per se não produziu alterações perceptíveis na função

pulmonar basal, sobretudo nas vias aéreas proximais.
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Figura 20. Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os
índices de resistência basal do sistema respiratório de ratos
sensibilizados com OvA, tratados neonatalmente com
capsalclna.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos.
Anova não paramétrica, Kruskal Wallis, N = 7 - 9

P : 0.582
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5.3.5 Efeitos de um modelo de estresse em esquiva atava sobre os valores

máximos de resistência do sistema respiratório de ratos sensibilizados

com OvA, tratados neonatalmente com capsaicina.

Através da Figura 21 verifica-se que não houve diferença nos valores

máximos de resistência do sistema respiratório em ratos sensibilizados e

desafiados com OVA, independente de serem submetidos ao estresse na

esquiva ativa.
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Figura 21 Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os
valores máximos de resistência do sistema respiratório de
ratos sensibilizados com OvA, tratados neonatalmente com
capsalcina.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos.
Anova não paramétrica, Kruskal Wallis, N = 7 -- 9

P : 0,986
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5.3.6 Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre o

percentual de aumento na resistência do sistema respiratório de ratos

sensibilizados e desafiados com OVA, tratados neonatalmente com

capsalcina.

Conforme ilustra a Figura 22, houve elevação nos percentuais de

aumento dos valores de resistência do sistema respiratório dos animais

submetidos à sensibilização e ao desafio com OVA, demonstrando que o

modelo de sensibilização ao antígeno produziu alterações suficientes para

afetar a função pulmonar, sobretudo nas vias proximais, quando

comparados os percentuais de aumento entre os grupos sensibilizados e

não sensibilizados. O modelo de estresse em esquiva ativa atenuou este

percentual de aumento.

C-SAL-ECC-OA-C C-OA-EC

Figura 22. Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os
percentuais de aumento na resistência do sistema respiratório
de ratos sensibilizados com OVA, tratados neonatalmente com
capsaiclna.

Anova Paramétrica. Teste de Tukey-Kramerl N = 7 - 91
Estão ilustrados a média e o erro padrão dos grupos.

* P < 0,05, em relação a C-SAL-EC,
" P < 0,01 , em relação a C-SAL-C,

"' P < 0,001 , em relação a C-SAL-EC.
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5.3.7 Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os índices

de NO basal do sistema respiratório de ratos sensibilizados com OVA

tratados neonatalmente com capsaicina

Conforme ilustra a Figura 23, não houve diferença signiülcativa entre

os valores basais de NO presente no ar exalado dos animais, demonstrando

este achado que a sensibilização per se não produziu alterações

perceptíveis através da liberação desse gás, sobretudo nos animais

submetidos ao estresse em esquiva ativa.

C-SAL-C C-OA-C C4AL-EC C-OA-EC

Figura 23. Efeitos de um modelo de estresse em esquiva ativa sobre os
índices de NO basal do sistema respiratório de ratos
sensibilizados com OVA, tratados neonatalmente com
capsalctna.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos.
Anova não paramétrica, Kruskal Wallis, n = 7 - 9

P : 0,1482.
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5.3.8 Efeitos de um modelo de Estresse sobre os valores máximos de NO

do sistema respiratório de ratos sensibilizados com OvA, tratados

neonatalmente com capsaicina.

q

Através da Figura 24 observa-se que não foram verificadas diferenças

significativas entre os valores máximos de NO, presente no ar exalado dos

animais após o desafio antigênico. comparando-se os animais de todos os

grupos do presente estudo.

C-SAL-C C-OA-C C-SAL-EC C-OA-EC

Figura 24. Efeitos de um modelo de estresse sobre os valores máximos
de NO do sistema respiratório de ratos sensibilizados com
OvA, tratados neonatalmente com capsa.icina.

Estão ilustrados a mediana e os percentis dos grupos.
Anova não paramétrica, Kruskal Wallis, N = 7 - 9

P : 0.270
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5.3.9 Efeitos de um modelo de Estresse sobre o percentual de aumento no

NO do sistema respiratório de ratos sensibilizados com OVA, tratados

neonatalmente com capsaicina

Através da Figura 25 observa-se que houve diferença significativa

entre os percentuais de aumento dos índices de NO presente no ar exalado

dos animais, nos quais o estresse, em animais sensibilizados amplificou a

resposta inflamatória após o desafio, comparando-se aos percentuais de

aumento dos animais sensibilizados e desafiados com a OVIA, mas não

estressados.

Figura 25. Efeitos de um modelo de estresse em esquiva atava sobre os
percentuais de aumento nos índices de NO do sistema
respiratório de ratos sensibilizados com OVA, tratados
neonatalmente com capsaicina.

Estão ilustrados a média e o desvio padrão dos grupos
Anova paramétrica, Teste de Tukey-Kramer, n = 7-9

" P < 0,01 em relação ao grupo C-SAL-C,
$$ P < P 0,01 em relação ao grupo C-SAL-EC
"* P < 0,001 em relação ao grupo C-SAL-C

+++ < P 0,001 em relação ao grupo C-SAL-EC
$$$ p < P 0,00 em relação ao grupo C-OA-C
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Os presentes resultados demonstram que 1 -- ratos estressados por

confrontação social, reagem a este estresse exibindo o comportamento de

VUI que este comportamento ocorre em todos os animais submetidos a este

modelo de estresse e não é registrado em nenhum dos animais do grupo

controle, não submetidos a estressel 2 - a sensibilização com OVA

determina uma reação diante da reexposição a este antígeno (desafio) por

via inalatória, na qual observa-se aumento nos valores de elastância e

resistência do sistema respiratórios 3 -- quando animais sensibilizados e

desafiados com OVA são também submetidos ao estresse por confrontação

social prolongado, apresentam uma diminuição da elastância, mas não da

resistência do sistema respiratórlol 4 - Ratos submetidos à sensibilização

com a OVA e submetidos ao estresse social prolongado, apresentam

maiores concentrações de NO, presente no ar exarado antes e após o

desafio antigênicol 5 - o tratamento neonatal com capsaicina não interfere

com a emissão de VU's induzida pelo estresse em aparelho de esquiva em

ratosl 6 - o estresse em aparelho de esquiva tem características

psicológicas que são aprendidas pelo animall 7 - o tratamento neonatal com

capsaicina reduz os valores basais da elastância do sistema respiratório em

ratos adultos, sensibilizados com a OVA e submetidos ao estresse em

esquiva, antes do desafio antigênico; 8 -- o tratamento neonatal com

capsaicina não interfere com os valores máximos da elastância do sistema

respiratório, em resposta ao desafio antigênico com OVA em ratos adultos

sensibilizados e estressadosl 9 - o aumento da elastância do sistema

respiratório é amplificado nos animais submetidos ao estresse em esquivar



Doutorado Canos Portefa Discussão - 107

10 -- 0 tratamento com capsaicina e a sensibilização com OVA determinam

atenuação nos percentuais de aumento dos valores de resistência do

sistema respiratório, em animais estressados em esquiva atival ll -- O

tratamento com capsaicina e o estresse em esquiva atava determinam

aumento nas concentrações de NO basaisl 12 -- o tratamento com

capsaicina aumenta os valores de NO, após o desafio antigênicol 13 - os

percentuais de aumento nos valores de NO são maiores nos animais

estressados.

Estes resultados, tomados em seu conjunto permitem sugerir, em um

primeiro momento, que o estresse - induzido experimentalmente - tenha a

capacidade de modificar parâmetros de uma inflamação alérgica pulmonar,

determinada ou induzida por um modelo de sensibilização e reexposição a

uma substância antigênica. Sugerem também, um envolvimento de fibras

nervosas do sistema NANC.

Ressalte-se, inicialmente, que considerou-se cuidadosamente no

presente trabalho a escolha dos modelos experimentais de estresse, de

forma tal que os estímulos aplicados nâo fossem letais nem lesivos aos

animais, mas que pudessem fornecer evidências observáveis de que esta

variável, de fato implica em eventos psico-fisiológicos, que exercem

considerável influência sobre aspectos da saúde, tanto dos animais como do

homem. Assim, pode-se concluir, pela análise dos dados do primeiro

experimento, que o modelo de estresse por confrontação social agora usado
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foi, de fato, ansiogênico e estressante, uma vez que apenas os animais

submetidos a este tipo de situação, emitiram os comportamentos típicos

desta condição e agora registrados.

Diversas espécies de animais dispõem de estruturas vocais que as

habilitam a emitir ruídos. Entretanto, alguns destes ruídos são compostos

por ondas sonoras, as quais, devido à freqüência e amplitude específicas,

não são perceptíveis pelo homem (SALES e PYE, 1974). Esta produção

sonora, denominada "vocalização ultrassõnica" (VU) acompanha desde o

nascimento alguns roedores e, em especial, os ratos. Filhotes destas

espécies, quando afastados da mãe, respondem ao estresse desta

separação emitindo um chamado com características individuais, o qual é

reconhecido pela respectiva mãe (ALLIN e BANKS, 19721 NO1ROT, 1972).

Quando adultos, os ratos - no caso, os machos - também emitem VU's sob

outras circunstâncias, como é o caso,'por exemplo, das VU's observadas

durante o período pós-ejaculatório, no acasalamento (BARFIELD e GEYER,

1 975, THOMAS ef a/., 1982a, WHITE e BARFIELD, 1990).

/P\..

f'''\.

..'''\

./''\

f'''\.

No presente estudo, foi importante registrar á ocorrência de VU's

devido ao modelo de estresse social empregado. Neste modelo, a colocação

de um rato diante de um outro, da mesma espécie e gênero, mas mantido

previamente no ambiente, fez com que um deles emitisse as VU's. De

acordo com dados da literatura (STEFANSKI, 1997), o rato anteriormente

colocado no ambiente (rato "residente") seria o animal responsável pela
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situação de estresse e, conseqüentemente, pela estimulação das VU's

emitidas pelos ratos intrusos. Assim, a detecção destas VU's observada no

presente trabalho na gaiola grande enriquecida seria explicada, ao menos

em termos comportamentais, pela presença de um estresse, resultante,

neste caso, da confrontação de um rato territorialmente dominante, com um

rato que teria "invadido" seu território.J''''\,

''''''b,

A vocalização ultrassõnica que costuma ser observada no estresse

social tem sido apontada como um comportamento que é tipicamente

executado por um rato macho, em sinal de submissão a outro rato macho,

previamente ambientado, inclusive posicionado na hierarquia social como

dominante.

E oportuno lembrar que as dimensões e condições do ambiente

experimental poderiam ser importantes para o estabelecimento do

comportamento territorial. Por conta disto, o tamanho e as características

dos módulos das gaiolas grandes enriquecidas empregadas procuraram

criar as condições necessárias ao estabelecimento deste comportamento

territorial. No presente experimento, foram observados comportamentos que

permitiram identificar os ratos que seriam os possíveis animais dominantes

na gaiola grande enriquecida, visto que estes exibiram comportamentos

típicos de defesa territorial. Além disso, os ratos dominantes da gaiola

grande enriquecida mostraram tendência para apresentar pesos corporais

maiores, sendo que esta diferença não foi observada nos animais mantidos
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nas gaiolas padrão (de moradia)l os ratos mantidos nestas gaiolas eram

menores e mais leves do que os dominantes da gaiola grande enriquecida e

iguais em peso aos não dominantes desta. Estes dados corroboram com os

resultados obtidos por ADAMS e BOICE, 1989 sobre estas características

corporais e ratos dominantes.

Durante os embates resultantes da confrontação social na gaiola

grande enriquecida, ambos os ratos posicionavam-se sobre as patas

traseiras (posição de "boxear", ou em pé). De acordo com a literatura

(VIVIAN e MICZEK, 1993), observa-se com frequência a presença de

vocalização ultrassõnica nestes momentos de embate (TAKEUCHI e

KAWASHIMA, 1986), fato que contribuiu para o uso deste parâmetro para a

avaliação comportamental feita neste estudo.

De fato, como já salientado, as VU's têm sido consideradas relevantes

para caracterizar o estado emocional dos animais durante o modelo de

estresse social (VIVIAN e MICZEK, 1 999).

Foi interessante notar uma diferenciação nos comportamentos e na

postura corporal dos animais, comparando-se os ratos dominantes da gaiola

grande enriquecida com os ratos intrusos das gaiolas padrão comuns (de

moradia). Esta distinção pôde ser feita através de inspeção visual e sem

muita dificuldade. Conforme esperado, os ratos intrusos, que eram menores

e desconhecedores do ambiente, arquejavam mais o corpo em sinal de
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submissão. Tal postura é relevante no contexto do presente trabalho, uma

vez que, de acordo com Olivier (1998) esta é a postura corporal em que o

rato permanece ao emitir VU's, as quais são importantes neste tipo de

comunicação social. Para estas e outras informações relevantes acerca dos

comportamentos e posturas corporais que acompanham as VU's em ratos,

ver (VIVIAN e MICZEK, 1 993).

A despeito das evidências e dados da literatura, uma questão a ser

levantada e considerada no presente contexto é: qual rato seria o emissor

das VU's? De acordo com a literatura, e mediante técnicas cirúrgicas foi

possível remover as estruturas vocais dos ratos e, desta forma, identificar

quais deles -- os ratos dominantes ou os intrusos - vocalizavam. A este

respeito, Thomas ef a/., (1982b) confirmaram serem os intrusos os

responsáveis pelo comportamento. Esta técnica invasiva teria sido a única

capaz de assegurar a autoria da vocalização ultrassõnica captada no

presente experimento, ou seja: de caracterizar se este comportamento seria

emitido pelo rato macho invasor ou pelo macho residente.

Entretanto, e conforme os objetivos do presente trabalho, não foram

feitas duplicatas dos presentes resultados com grupos de animais

"desvocalizados'', a fim de identiüicá-los de forma mais segura. De fato, esta

decisão implicaria não só em custos e tempo para desenvolvimento de

técnicas cirúrgicas delicadas, mas também representaria um procedimento

invasivo, que de per se poderia afetar os animais, representando, no
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mínimo, um estresse a mais. Complementariamente, nestes animais

poderiam ser observadas, inclusive, alterações na resposta à estimulação

antigênica, as quais poderiam comprometer os resultados das avaliações da

mecânica respiratória, uma vez que os animais teriam sido submetidos a

mais de um procedimento experimental.

Cabe aqui registrar a ocorrência, durante os embates, de

vocalizações não ultrassõnicas, as quais podiam ser ouvidas na forma de

guinchados, emitidos por ambos os ratos, principalmente quando estes

estavam apoiados sobre as patas traseiras.

Outro dado a ser considerado é o fato de que, durante estes embates,

os ratos "intrusos'', assumiam posição corporal muito semelhante àquela em

que ficam os ratos submetidos a uma situação de estresse em um aparelho

de esquiva ativa, nos momentos em que são registradas VU's, conforme

pode ser verificado no presente experimento e também nos trabalhos por

nós publicados, e que estão anexos a esta tese (PORTELA ef a/,, 2001,

2002).

Estas constatações, resultantes da aplicação do modelo experimental

de confrontação social, mostram-se relevantes, uma vez que corroboram

com os resultados obtidos por Tornatzky e Miczek (1995)l alem disso, é

bastante plausível supor que a estimulação utilizada no presente estudo teria

induzido ansiedade e estresse de forma similar àquela que supostamente
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ocorre na espécie humana, onde em certas ocasiões, uma determinada

pessoa precisa deparar-se com alguma outra pessoa, supostamente

controladora e dominadora, capaz de infligir este tipo de estresse, por vezes

incontrolável e constante. Evidentemente, no entanto, que ao fazer tal

assertiva, resvalámos por terrenos da antropomorfizaçãol as similaridades,

porém, são interessantes e merecem consideração, pois este tipo de

"ansiedade" gerada em humanos sabidamente interfere com a homeostase

do sistema imunológico (ADER e COHEN, 1993, MILLER, 1 998).

No que concerne às variáveis "psico-emocionais" associadas ao

estresse/ansiedade, o fato de o animal poder exercer controle sobre elas,

constitui fator preponderante sobre as consequências psico-fisiológicas do

organismo. De fato, considerando-se este ponto de vista, um grande número

de estudos demonstraram que animais que não tinham a possibilidade de

controlar os estímulos estressores aos quais foram submetidos,

apresentaram respostas imunológicas interessantes, tais como: um maior

crescimento tumoral e maior número de tumores, bem como maior número e

maior intensidade de úlceras gástricas, comparados aos que podiam

controlar os estímulos estressantes (PALERMO-NETO ef a/., 20031

MORGULIS ef a/., 2004).

Uma vez que, neste modelo experimental, o estresse é fortemente

determinado pela posição hierárquica na escala social, foram feitas diversas

observações comportamentais dos ratos. Assim, ao acompanhar os animais
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durante sua adaptação ao território, alguns machos e fêmeas separam-se

dos demais, como que "optando" pelos módulos superiores da gaiola grande

enriquecida, onde aparentemente firmaram seu território.

De fato, os módulos superiores (último andar) da gaiola grande

enriquecida apresentaram-se sempre mais limpos e com quantidade maior

de água e de comida que os demais módulos, no decorrer do período

experimental, demonstrando que por alguma razão a maioria dos ratos não

puderam ou não preferiram permanecer e utilizar os recursos alimentares

dos módulos superiores.

Em adição a estes dados, através destas observações e, em virtude

das marcas de identificação que existiam naqueles animais, verificou-se que

a maioria dos ratos machos e fêmeas permanecia nos módulos

intermediários (segundo e terceiro "andares") enquanto que poucos ficavam

nos módulos mais baixos do "térreo"

Cabe lembrar, que embora a quantidade de ratos colocada

inicialmente em cada módulo tenha sido a mesma (um macho por módulo),

após 5 dias era possível verificar uma quantidade maior de ratos,

permanecendo nos módulos dos segundo e terceiros "andares"l estes ratos,

inclusive, identificados depois através de suas marcas, apresentaram peso

final tendendo para valores inferiores aos dos que ficavam nos andares mais

altos.
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Todavia, a decisão dos ratos menores por permanecer em módulos

afastados dos ratos maiores pareceu ser, no presente trabalho, decorrente

de uma decisão por um local no qual estes animais (menores/nâo

dominantes) podiam afastar-se da permanência junto aos ratos maiores

(dominantes) e, por tanto, evitariam a situação que os estava submetendo

ao estresse social. Estes dados ganham respaldo se considerarmos o

conhecido fato de que o peso e o tamanho maiores, nos ratos machos,

determinam sua posição como dominantes, na hierarquia social destes

roedores.

.'''\

'''x

,-''\ Em contrapartida, nos últimos módulos da gaiola grande enriquecida -

os ainda mais baixos e mais escuros - sempre houve pouco número de

ratos. Neles, a inspeção visual não revelou sinais da existência de ninhos.

Entretanto, na limpeza desses módulos, foram constatadas maiores

concentrações de bolos fecais, restos de alimentos e urina, misturado à

palha existente no piso dos módulos (maravalha), como se aquele local

tivesse sido eleito como a região destinada às excreções e materiais

descarnados pelos ratos. Estes registros são importantes nestes e em outros

estudos, nos quais o estresse resultante da inalação de partículas ou gases

provenientes de urina e fezes em decomposição, bem como da ação de

microorganismos presentes nestes materiais, poderia alterar os

comportamentos dos animais. Neste sentido, o possível acúmulo de agentes

patógenos como micoplasmas nestes locais, poderia afetar a função e a

integridade do aparelho respiratório dos animais ali residentes ,(GAMBLE e
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CLOUGH, 1976) e, até mesmo, dos usuários de biotérios (HUNSKAAR e

FOSSE, 1993).

Em última análise, estes dados sugerem que os ratos desenvolvem,

naturalmente, comportamentos que preservam higienicamente seu

ambiente, ao manterem favoráveis às condições do local em que costumam

se alimentar e dormir.

.'''\

E prudente frisar, neste momento, o fato de que os odores do

ambiente poderiam constituir importante informação sensorial para os

machos, durante o comportamento de territorialidade. Assim, optou-se por

manter inalteradas as características do ambiente tanto quanto possívell

foram feitas, por esta razão, poucas trocas do material de forragem

(maravalha) do piso da gaiola grande enriquecida. Apesar disso, através de

cometas e análises com aparelho específico, verificou-se que os índices de

amónia permaneceram pelo menos dez vezes inferiores aos encontrados em

gaiolas do tipo padrão, quando estas permaneceram quatro ou cinco dias

sem a troca da maravalha (dados não mostrados).

A amónia é resultado da decomposição da urina, cuja elevação da

concentração, conforme comentado anteriormente, tem sido correlacionada

a irritação e patologias do aparelho respiratório (BRODERSOM, 19761

SHOEB, 1982). Assim sendo, outros estudos envolvendo ambientes

alternativos - como esta gaiola grande enriquecida - poderiam contribuir
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tanto no que diz respeito à salubridade dos biotérios como também para um

uso mais racional e económico de recursos alojados na rotina de

manutenção e limpeza dos mesmos (SCHARMANN, 1991; SCHMORROW e

ULRICH, 1991). Em adição a estes fatos, vários grupos de pesquisadores

têm defendido a idéia de que o bem estar do animal de laboratório implica

favoravelmente, inclusive, na qualidade dos dados obtidos nos experimentou

(ANZALDO ef a/., 19941 CHMIEL e N00NAN, 1996). Neste sentido, o uso

de gaiolas grandes enriquecidas têm sido citado por estes pesquisadores,

que sugerem, até mesmo, que nesta tipo de ambiente o animal tem

estimulação física e psicológica semelhantes às que ocorrem sob condições

naturais (BRAIN ef a/., 19931 HAEMINSH ef a/., 1994).

Tanto os ratos machos quanto as fêmeas, de maneira, geral parecem

ter se adaptado ao ambiente, proporcionado pela gaiola grande. Foram

colocadas pequenas caixas plásticas com maravalha, dentro de cada um

dos módulos, com a finalidade de servirem como ninhos. Entretanto e,

surpreendentemente, nenhuma fêmea manteve sua ninhada nestas caixas.

Ao invés disto, os ninhos foram montados pelos animais, num reduzido

espaço localizado próximo à parede dos módulos intermediários, ou aqueles

do segundo e do terceiro andar, junto a um cilindro metálico, colocado em

cada módulo, com o propósito de servir como "brinquedo" ou esconderijo

para os animais. Neste local pouco acessível, com espaço e dimensões

suficientes apenas para um rato adulto, os ninhos foram construídos com

maravalha e com vários pe#efs (cilindros de ração prensada) que serviram
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de "tijolos", constituindo verdadeiras barreiras na entrada dos mesmos. Além

disso, até mesmo nos espaços existentes entre os pe//efs, foi depositada

boa quantidade de maravalha, de maneira que o interior do ninho ficou

quase totalmente protegido da ação de correntes de ar e de animais intrusos

ouindesejáveis.

.-'b Estas constatações. em seu conjunto, sugerem que os ratos estariam

exibindo comportamentos típicos daqueles que os membros se sua espécie

desempenham na natureza, em condições selvagens. Tais dados

confirmaram outros achados da literatura sobre esta parte do repertório

comportamental maternal dos roedores e, em especial, nos ratos, nas quais

verifica-se o cuidado da mãe na construção e manutenção dos ninhos,

incluindo-se aqui a preservação da temperatura e outros cuidados e

suprimentos à ninhada, como citado por Palerma-Neto et a/. (1994) e por

Bridges e Ronsheim, 1990).

.'''\

Um outro aspecto a ser considerado é o fato de que os animais de

laboratório, em condições naturais, interagem socialmente. Por conta disso,

faz parte do seu repertório comportamental deparar-se. desde o nascimento,

com a mãe, os irmãos e mais tarde com outros adultos, em suas disputas

territoriais.

De fato, durante as colocações dos intrusos no território dos

residentes, foram constatados os comportamentos de levantar, boxear e
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emitir vocalizações audíveis, ou seja, sem auxílio de aparelhos. Entretanto, a

VU detectada por ocasião da colocação dos ratos intrusos dentro da gaiola,

poderia ter ocorrido como resposta ou sinal de submissão, diante de um rato

dominante, o que teria respaldo na literatura. De fato, Corrigan e Flannelly

(1979)l Thomas ef a/. (1983) e posteriormente Miczec ef a/. (1991) também

determinaram, que os intrusos são os responsáveis. pela VU.

Por outro lado, se esta resposta ocorreu em virtude da estimulação

aversiva, conforme verificado em animais estressados em um aparelho de

esquiva ativa, seria prudente considerarmos o estabelecimento de uma

resposta emocional condicionada, já que significaria que uma estimulação

ambiental prévia e, portanto aprendida, teve um significado emocional

bastante intenso para o animal. Neste caso específico, o próprio

comportamento instintivo do animal, e não lembranças de fatos recém

vividos, explicaria a emissão das VU's na gaiola grande enriquecida. Mesmo

assim, em termos etológicos, havia, na presente situação experimental, todo

um conjunto de estímulos ambientais que poderiam corroborar para que os

ratos os relacionassem a um 'instinto coletivo", sinalizando assim para

aqueles animais que a sua entrada representava uma "invasão" em território

ocupado. De fato, entre estes possíveis estímulos sinalizadores ambientais

poderiam estar as fêmeas e suas ninhadas, a maravalha com urina, dejetos

e demarcações do macho residente, e, por último, outros machos também

próximos do local, junto com seus odores e demarcações.
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Entretanto e, no contexto da presente discussão, verificou-se que

experiências prévias ao estresse são capazes de desencadear - em ratos -

respostas condicionadas nas quais registram-se VU's, quando estes

roedores são novamente submetidos ao estresse. Thomas ef a/. (1983),

reexpõs, ao mesmo ambiente, ratos que foram previamente submetidos ao

estresse da presença de um gato. O autor constatou que aqueles ratos

emitiram a VU ao serem colocados no ambiente onde ocorreu o estresse.

mesmo sem o predador e sem o odor do mesmo. Este fato sugeriu que a VU

naquele ambiente pudesse ter sido decorrente de uma resposta emocional

condicionada, devido à associação ao estresse da presença do predador.

No presente experimento os animais das gaiolas padrão foram

colocados na gaiola grande enriquecida, para a confrontação social, por

diferentes períodos de tempo. Assim, o estresse dos animais por 2 horas foi

considerado agudo, enquanto que o mesmo estímulo, com duração de 48

horas ou de 14 dias foi considerado prolongado. Estes períodos foram

determinados a partir dos trabalhos de Stefanski e Engler (1 998) e, poderiam

implicar em respostas comportamentais diferenciadas.

Observou-se, porém, que não houve variação na intensidade,

quantidade ou qualidade das emissões de VU's, a despeito dos diferentes

períodos de estresse. Em função disto e, apesar de haverem sido relatadas

diferenças do quadro imune/celular de ratos expostos a esta situação por

diferentes períodos (Stefanski e Engler, 1998) optou-se por estudar os
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parâmetros de imunidade nos animais mantidos na gaiola grande

enriquecida pelo período prolongado de 14 dias, visto que em trabalhos

anteriores utilizamos este mesmo período para a avaliação de parâmetros

inflamatórios alérgicos pulmonares, uma vez que o período de sensibilização

com OVA compreende a 1 4 dias (PORTELA ef a/., 2001 , 2002).

Em relação aos dados correspondentes aos parâmetros inflamatórios

estudados, verificou-se que a sensibilização com o antígeno OVA, acrescida

do reforço, após sete dias, determinou uma alteração nos parâmetros de

função pulmonar, após o desafio antigênico realizado por via inalatória, no

14Q dia. Estes dados replicaram uma considerável quantidade de estudos

desenvolvidos em vários laboratórios desta universidade e de outras

instituições, que fazem uso deste modelo de sensibilização e desaülo

antigênicos em estudos de processos alérgicos e inflamatórios, que afetam

tanto o trato gastrintestinal (BASSO ef a/., 2001, 2003, 2004) quanto o

sistema respiratório (HACZKU ef a/., 1995al PORTELA ef a/., 2001, 2002;

LIGEIRO ef a/., 20041 COSTA-PINTO ef a/., 2004).

-'''\

.'''\

Cabe lembrar, inicialmente, que a resposta inflamatória pulmonar,

induzida pelo modelo experimental utilizado neste trabalho, é decorrente da

reexposição à OVA de animais sensibilizados com OVA. De acordo com a

literatura, esta observação experimental é explicada, inicialmente, pelo fato

de que, quando o organismo entra em contato com um determinado

antígeno, consequentemente ocorre a ativação de células T, células estas
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de grande importância em diversos processos alérgicos (HACZKU ef a/.,

1995b), incluindo-se aqui aqueles que envolvem o trato respiratório.

Segundo Holgate (1999), as células T, após o estímulo decorrente do

contato antigênico, produzem um conjunto restrito de citocinas, codificadas

em um pequeno cluster do braço longo do cromossomo 5, bandas 31-33,

cluster do gene para a IL-4. Especiülcamente, foi relatado que estas e outras

citocinas, consideradas pró-alérgicas, são produzidas por um subtipo de

células T, do tipo auxiliares (helper) conhecidas como Th2, ao passo que um

outro subtipo de células T helper, o Thl, atuam contrabalanceando a

resposta alérgica. favorecendo respostas inflamatórias não associadas

diretamente a quadros alérgicos (WILDER, 1995). A este respeito, é

conhecido que numa inflamação alérgica pulmonar, mediada por lg's da

classe "E" (lgE), o balanço entre as citocinas Thln'h2 regula a resposta de

migração celular ao foco inflamatório após o desafio antigênico (MÃES ef a/.

19991 MOSMANN ef a/. 1996).

.''\

Neste contexto, Laitinen ef a/., (1993) descreveu em pacientes com

asma moderada, um aumento no número de linfócitos na mucosa da parede

do sistema respiratório. Esses linfócitos, descritos em seres humanos, eram

principalmente do tipo T (CD4+), que localizavam-se próximos aos sítios de

ligação e ativação destas célulasl neste sentido, o aumento do número

destes linfócitos foi positivamente correlacionado à severidade do quadro da

asma dos pacientes (ROBINSON ef a/., 1993).
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O aumento no número de linfócitos na região peribronquial das vias

aéreas de ratos OVA-sensibilizados e desafiados foi também apontado em

ratos, como por exemplo, nos estudos conduzidos em nossos laboratórios

(PORTELA, 2001, 2002)l verificamos também nestes trabalhos que o

estresse foi o agente favorecedor da resposta inflamatória pulmonar

observada nestes parâmetros, o que sugeriu que outras substâncias inibidas

ou estimuladas de forma diferente nos animais estressados estariam

atuando na função pulmonar dos animais, determinando uma potenciação

dos resultados registrados.

Neste sentido, Stefanski e Engler (1998) observaram efeitos

diferenciais relacionados à população de linfócitos T CD4 e CD8 em ratos

expostos à confrontação social por diferentes períodos, Assim, mostraram

que enquanto uma situação de confrontação social aguda (2 horas) produziu

aumento no número de linfócitos T CD4 e CD8 nos animais intrusos, uma

situação estressante por 7 dias resultava em decréscimo do número destas

células, fato por eles atribuídos à redistribuição celular.

De fato, uma análise da resposta inflamatória alérgica sobre a função

do aparelho respiratório pode ser verificada através de diferentes

parâmetros. Dentre eles, ressalta, para efeito desta discussão, aqueles

relacionados à "mecânica" do aparelho respiratório. Esta variável pode ser

estudada por dados relacionados à pressão entra-traqueal, inferida pelo

volume e fluxo do ar que segue pela luz das vias aéreas dos animais, os
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quais, como nós, dependem da hematose por difusão, para realizarem a

troca gasosa pulmonar de CO2 por O2, vital ao organismo. Assim, a

determinação do volume e fluxo correntes do ar que preenche os pulmões

fornece dados que foram relacionados à função pulmonar, permitindo a

análise dos mesmos inferir alterações no fechamento das vias aéreas,

ocorrência comum à asma e aos modelos de inflamação alérgica pulmonar

em animais de laboratório. A análise destas variáveis seria, portanto,

marcadora da responsividade do sistema respiratório (MARTINS 1991a,

1993).

A responsividade do sistema respiratório foi analisada no presente

trabalho após o desafio antigênico por inalação de ovalbumina. Nesta

situação, a pressão da câmara, conectada ao transdutor, mediu a elastância

e a resistência do sistema respiratório dos ratos, antes e após o desafio com

a OVA. Além disso, pelo fato de o aparelho contar com um balão de coleta

para o ar exarado, pode-se avaliar também a concentração de NO neste arl

neste contexto o NO tem sido implicado com a função pulmonar durante

reações anafiláticas pulmonares, sendo assim um importante marcador da

inflamação alérgica do aparelho respiratório (XIONG ef a/., 1999,

TRIFILIEFF efa/.,2000).

Conforme descrito nos resultados deste trabalho, os índices de função

pulmonar por nós analisados, a elastância e a resistência do sistema

respiratório, medidos no experimento 2, apresentaram-se aumentados nos
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animais sensibilizados e submetidos ao desafio antigênico, quando

comparados aos animais não sensibilizados.

Além disso, ao se observar no presente trabalho que o estresse por

confrontação social determinou uma diminuição do percentual de aumento

da elastância do sistema respiratório, produzido pelo desafio antigênico,

sugere-se que aspectos emocionais estejam envolvidos com a reação

alérgica pulmonar e que, neste caso, teriam efeito protetorl estes dados

indicariam que o modelo de estresse por confrontação social agora

empregado por 14 dias tenha exercido redução no tânus das vias aéreas

distais, após o desafio antigênico.
..-'\

É possível sugerir, pois, que alterações na população de linfócitos

CD4 possam ter sido observadas em nossos experimentas, visto que

empregamos estresse prolongado por 14 dias de confrontação social, isto é,

uma redução, nos animais estressados do presente experimento, da

população de linfócitos T CD4 e CD8. De fato, e como já comentado, a

redução desta população de linfócitos foi constatada por Stefanskí e Engler

(1998) após uso por 7 dias de um estresse semelhante ao agora aplicado.

Uma vez que estes linfócitos já foram correlacionados positivamente com a

severidade dos processos inflamatórios, citotóxicos e, estando estes

linfócitos CD4 aumentados 48 h após uma broncoprovocação em asmáticos

atópicos (METZGER et al., 1987) é possível supor estejam eles de alguma

forma ligados à redução do percentual de aumento da elastância do sistema



/''\.

Doutorado Cartas Poítela Discussão - 126

respiratório agora observada. Este fato concorda, em essência, ao relatado

por Tibério et al. (1 997) em cobaias depletadas de neurocininas.

Estes efeitos do estresse estariam também relacionados à ativação

do Sistema Nervoso Autónomo Simpático e/ou ao aumento da liberação de

corticosteróides? Por outro lado, estaria o sistema NANC envolvido também

com este achados?

Estudos prévios mostraram que os níveis de estresse e de ansiedade

foram relevantes para o início, a intensidade e a duração de uma resposta

anafilática do pulmão (PALERMO-NETO e GUIMAF{ÃES, 2000). É de

conhecimento comum que altos níveis de estresse são positivamente

correlacionados com altos níveis séricos de glicocorticoides; além disso,

altos níveis de corticosterona ou cortisol foram encontrados durante o curso

de uma resposta de estresse (BESEDOVSKY ef a/., 19861 BESEDOVSKY e

DEL REY, 1996). Neste sentido, embora os hormõnios glicocorticoides

sejam bastante reconhecidos por suas propriedades anta-inflamatórias

(BESEDOVSKY ef a/., 19861 WEBSTER ef a/., 1998), atuam, também

exacerbando-as em algumas situações (WIEGERS e REUL, 1998), o que

têm levado à sugestão de um papel modulatório para os mesmos (WILDER,

19951 CHROUSOS, 1995). A direção desta modulação dependeria

grandemente dos níveis circulantes deste hormõnio.
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Assim, parece oportuno salientar que as interações entre o estresse

corticosteróides e respostas inflamatórias devam ser realizadas com cautela

para a compreensão dos achados observados e consequentemente

expressão de conceitos.

No contexto desta discussão, estresse é definido como um processo

complexo pelo qual um organismo responde a eventos psicológicos ou

ambientais externos, podendo representar um desafio ou perigo ao

organismo (PARÉ e GLAVIN, 1993); desta forma, um estímulo pode ter a

característica ou ser considerado potencialmente como estressor, enquanto

que a conseqüência deste para o organismo é que determina a sua

''resposta ao estresse''

''h

Uma resposta de estresse, enquanto condição adaptativa do indivíduo

frente a uma situação potencialmente ameaçadora implica em ativação

neural, amplamente descrita nos principais livros e compêndios de ülsiologia

animal e humana. Tal ativação, proveniente da estimulação de estruturas

límbicas, ou seja, aquelas destinadas aos processos e funções relacionadas

à emocionalidade, desencadeia estímulos nervosos, que percorrem as fibras

nervosas do Sistema Nervoso Autónomo Simpático, o qual medeia a

liberação de noradrenalina por terminações nervosas presentes em diversos

órgãos, entre eles os pulmões, com o propósito de preparar o organismo

para uma possível necessidade emergente, na qual o aumento na

disponibilidade de oxigênio, resultante da taquipnéia autonómica, é crucial
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para a resposta de fuga e luta (TORNATZKY e MICZEK, 1994). Nestas

condições ocorre, também, liberação de adrenalina da medula das glândulas

adrenais (CHROUSOS, 1995). Neste contexto, lembramos que a

estimulação de receptores l32 presentes na musculatura lisa do .trato

respiratório produz broncodilatação. Este fato poderia ter relação com os

achados do presente trabalho relativos à diminuição do percentual de

aumento da elastância e da diminuição dos valores máximos de resistência,

do sistema respiratório nos animais estressados por confrontação social.

i''X-

'''''b.

Por outro lado, e como já comentado, uma resposta ao estresse

determina também uma ativação neuroendócrina igualmente importante para

a sobrevivência de diversas espécies de animais. Esta ativação envolve a

secreção e a liberação de glicocorticóides, os quais também modificam a

expressão, produção, e liberação, não unicamente de citocinas, mas

também de moléculas de adesão e lg's (DESCOTES et a/., 1982). Além

disso, os glicocorticóides, já mencionados, mas em especial a

corticosterona, parecem atuar sinergicamente com citocinas endógenas,

como a IL-l e o TNF«, dentre outros agentes (ZAVALA, 1990). Assim, no

contexto do presente experimento o estresse poderia estar diretamente ou

indiretamente alterando a produção e liberação de citocinas, as quais

modulariam a resposta inflamatória pulmonar e, consequentemente, os

parâmetros registrados neste trabalho.
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Os glicocorticoides modificam tanto a expressão como a liberação de

citocinas (ELENKOV et a/., 19961 WIEGERS e REUL, 1998). Conforme já

salientado, por ocasião do estresse, estes hormõnios poderiam atuar sobre a

cascata de citocinas, modulando o balanço Thl X Th2. Esta ação

modulatória induzida pelo estresse poderia então, favorecer as respostas

Thl ou prevenir aquelas do tipo Th2, diminuindo, assim, a intensidade da

resposta imuno-inflamatória (WILDER, 19951 CHROUSOS, 1995). Essa

assertiva. no entanto, contrastaria com aquelas relatadas por nós

anteriormente (PORTELA ef a/., 2001, 2002) e ligadas à presença de

leucócitos no lavado bronco alveolar de ratos OVA-sensibilizados,

submetidos a estresse em esquiva ativa e ao desafio antigênico.

Entretanto, os presentes dados não nos permitem concluir que os

efeitos da estimulação na gaiola grande ou na esquiva tenham deslocado o

balanço Thln'h2, ativado o SNAS e/ou modificado a população de linfócitos

CD4 para as respostas pulmonares agora registradas nestes modelos.

Contudo, as respostas obtidas mostram mais uma vez e claramente um

efeito do estresse sobre a resposta inflamatória pulmonar dos ratos, o que

sugere e reforça a idéia de interferência com estes mecanismos. Este fato

destaca a relevância deste e de outros estudos que analisam o

relacionamento dos sistemas nervoso e imune.

Já com relação aos níveis de NO presentes no ar exarado dos

animais, observou-se que os valores basais - antes do desafio - foram



r'\.

,'\

.'b

Doutorado Cardos Portefa Discussão - 130

maiores nos animais sensibilizados com a OVA e estressados, sugerindo

este fato e mais uma vez que este parâmetro inflamatório possa ter sido

modulada pela ansiedade induzida pelo modelo de estresse social. Cabe

ressaltar que esta possível ação amplificatória do estresse sobre os níveis

de NO manteve-se após o desafio antigênico, ou seja: os animais

estressados apresentaram também níveis maiores de NO no ar exalado

após o desafio com o antígeno.

Estes resultados indicam uma possível participação de mediadores

químicos na modulação da resposta inflamatória pulmonar, cuja atividade

pode ser registrada pela produção e/ou liberação deste gás medido no ar

exarado e, por tanto, proveniente do aparelho respiratório dos animais.

Conforme apontado por Tibério et a/. (1997), cobaias submetidas a

tratamento com capsaicina, para a depleção de neurocininas, apresentavam

redução significativa no número de linfócitos CD4+ ao redor das vias aéreas,

após terem sido expostas cronicamente à OVA. Em contrapartida, no lavado

broncoalveolar, bem como ao redor das vias aéreas destes animais, não

observou-se redução estatisticamente significante no número de eosinóüllos.

Estes fatos sugeriram que as neurocininas influenciavam a formação do

infiltrado mononuclear, particularmente de linfócitos CD4+, de modo mais

significativo do que o do infiltrado polimorfonuclear, de eosinófilos. Estes

achados experimentais pareciam confirmar evidências sobre os efeitos das

neurocininas na ativação dos linfócitos CD4+, ao passo que outros
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mediadores poderiam exercer efeitos quimiotáticos e ativadores mais

significativos em relação aos eosinófilos.

Assim sugeriu-se que os presentes achados após estresse social

estivessem ligados a mediadores químicos do sistema NANC implicados no

tõnus muscular das vias aéreas, motivo pelo qual planejou-se -- no terceiro

experimento -- a utilização da capsaicina, substância capaz de reduzir os

teores da SP e da NKA, os quais são tidos como neuropeptídeos

pulmonares com ação broncoconstritora no sistema NANC.

E relevante comentar, neste momento, e antes de analisar os efeitos

da capsaicina, que utilizou-se neste terceiro experimento, de um modelo de

estresse em esquiva ativa. Optou-se pelo uso deste modelo, em virtude de o

mesmo atuar como favorecedor da aprendizagem dos animais, resultando

em maior eficácia, com menor sofrimento, conforme sugerido por Millenson e

Leslie (1 979). Por outro lado, a escolha pelo aparelho de esquiva ativa deve-

se, fundamentalmente, ao fato de já ter sido o mesmo utilizado em pesquisa

anterior, da qual resultaram os trabalhos por nós publicados e que

encontram-se anexos a esta tese (PORTELA ef a/., 2001, 2002). Estes

trabalhos mostram que o procedimento em esquiva é efetivo como

modulador da resposta inflamatória alérgica pulmonar e, principalmente, que

é replicável com pequeno número de animais. A possibilizade de um "n"

pequeno, no contexto do tratamento neonatal com capsaicina, foi

considerada como relevante, determinando a escolha pelo método.
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Confirmámos, mais uma vez que o estresse no aparelho de esquiva

atava eliciou respostas de VU de 20-35 kHz, as quais são tidas como

ansiogênicas (TONOUE ef a/., 19861 CUOMO ef a/., 1988). A série de

freqüências e a duração longa das chamadas maiores registradas no estudo

presente estão ambas de acordo com dados descritos previamente (AUBIN

e BREMOND, 1992; MICZEK ef a/., 19951 PORTELA, 19991 PORTELA ef a/.,

2001, 2002.). De fato, da mesma forma que ocorreu no experimento 1, no

qual os animais foram submetidos ao estresse social, todos os animais -

agora estressados na esquiva ativa - exibiram o comportamento de VU.

Assim, como discutido anteriormente, a VU ocorreu tanto nos intervalos dos

estímulos estressantes, como durante os 3 minutos de adaptação na

esquiva, o que replicou resultados idênticos obtidos anteriormente

(PORTELA ef a/., 1999, 2001, 2002)l este fato, mais uma vez, sugeriu o

estabelecimento de uma resposta emocional condicionada (CER) na qual os

ratos aprenderam que o ambiente per se "representava" uma condição

aversiva e responderam a esta lembrança reagindo com a postura típica e

com a emissão de VU 's.

Esses últimos achados concordam com estudo prévio de nosso grupo

(PALERMO-NETO e GUIMARAES, 2000), e fortemente sugerem o

estabelecimento de um condicionamento pavloviano, no qual o contexto

ambiental atuaria como estímulo condicionado associado com as sessões na

esquiva, nas quais os choques foram o estímulo incondicionado (US).

Resultados semelhantes foram obtidos por Miczek ef a/., (1 991 ) que explicou
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esta "lembrança" do animal pelo ambiente aversivo como sendo uma

resposta emocional condicionada (CER). Esta poderia ser uma interpretação

da expressão afetiva de uma resposta de estresse (MICZEK ef a/., 1 995).

Observamos no presente trabalho que o tratamento com capsaicina

não inibiu o comportamento de emissão das VU 'sl torna-se plausível sugerir

que, muito provavelmente o modelo de depleção usado não tenha afetado

as estruturas centrais e/ou periféricas necessárias à execução deste

comportamento.

Assim, e conforme amplamente discutido, os resultados de VU's

obtidos neste terceiro experimento, sugeriram a presença de estresse e/ou

ansiedade na caixa de esquiva em animais tratados ou não com capsaicina.

Tal fato permite confirmar a hipótese de que o modelo tenha atendido aos

objetivos propostos inicialmente para este trabalho, ou seja: induzir

alterações emocionais nos animais, para estudar as implicações de

atividades do SNC, e em especial da SP, sobre a resposta imuno-

inflamatória pulmonar.

Neste terceiro experimento e, conforme já salientado, antes de

submeter os ratos adultos ao modelo de resposta inflamatória alérgica

pulmonar aplicado no experimento anterior, optou-se por tratar os animais

aos dois dias de vida com altas doses de capsaicina e avaliar os efeitos

deste tratamento, aos 90 dias de vida, quando os ratos foram, então,
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sensibilizados com OVA e estressados. Mais uma vez, tal decisão apoiou-se

em estudos mostrando que altas doses de capsaicina administradas no

período neonatal provocam destruição, por neurotoxicidade, das

terminações sensitivas associadas à liberação, em particular, de SP e de

NKA, (KRÕLL ef a/., 1990; HOLZER. 19911 MARTINS ef a/., 1991a;

MARTINS ef a/., 1991b). De fato, de acordo com Szallasi e Blumberg (1991),

a capsaicina, ligando-se a receptores vanilóides presentes em terminações

nervosas sensitivas (SZALLASI e BLUMBERG, 1991) despolariza a

membrana dos neurónios, liberando os neuropeptídeos SP e NKA (MAGGI,

1995). No entanto, quando administrada em altas doses, a capsaicina inibe

os canais catiõnicos voltagem-dependente, com posterior influxo de Ca' e de

sódio e efluxo de potássio, o que leva à neurotoxicidade. Esta lesão resulta

na diminuição funcional das terminações nervosas, no relativo à liberação

dos neuropeptídeos (KRÕLL ef a/., 19901 SZALLASI e BLUMBERG. 1991 ).

,-'x
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E importante salientar, neste momento, que um dos componentes

broncoconstritores na regulação do sistema NANA é a SP (J00S e

PAUWELLS, 2000). Por outro lado, sabe-se também que a liberação de

neuropeptídeos após doses menores de capsaicina . apenas sensibiliza os

receptores vanilóides anteriormente citadosl assim sendo, Martins ef a/.

(1993) estudaram os efeitos, decorrentes da infusão de capsaicina por via

intravenosa, na mecânica pulmonar de cobaias, utilizando a técnica da

cápsula alveolar modificada para pequenos animais (SALDIVA ef a/., 1 992).

Demonstraram que a infusão de capsaicina resultava em aumentos
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significativos e, de maneira dose dependente, na resposta mecânica e

viscoelástica pulmonar, medidas ligadas à responsividade do sistema

respiratório.

/''-
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O estresse produzido no aparelho de esquiva atava, exerceu influência

sobre os valores basais da elastância do sistema respiratório. De fato, os

resultados deste experimento mostraram que o estresse per se diminuiu os

valores basais da elastância do sistema respiratório nos grupos estressados,

comparados aos de animais não estressados.

Estes achados sugerem que o estresse per se seja condição

importante para a regulação do tõnus das vias aéreas distaisl esta

atenuação nos valores basais da elastância do sistema respiratório pode

estar associada como já se disse a alterações na população de células CD4

no trato respiratório, a um aumento de ativídade do SNA simpático, do eixo

hipotálamo-hipofisário-adrenal ou a uma possível diminuição, entre outros,

de SP e NKA. Estes neuropeptídeos, conforme citado, têm ação

broncoconstritora sobre a regulação do tõnus das vias aéreas. Neste

sentido, considerando-se que os animais estressados e tratados com

capsaicina mostraram valores basais da elastância do sistema respiratório

diferentes dos estressados não tratados com capsaicina, pode-se supor o

envolvimento do sistema NANA com os diferentes achados após o estresse.



/''X.

/''''\.

l"""-~

.'''''\

/'''\.

'\

Doutorado Garfos Portefa Discussão - 1 36

Experimentos conduzidos fn vivo e in vidro têm sugerido que

neurocininas, particularmente a SP, contribuam para infiltrado inflamatório;

tal fato apoia-se na suposição de que estas substâncias podem interagir com

linfócitos, mastócitos e eosinófilos. Assim, sugeriu-se que as neurocininas

estejam relacionadas à estimulação da produção de citocinas por linfócitos,

particularmente IL-2, IL-6, TNF-a e IFN-y (WAGNER ef a/., 19871 NIO ef a/.,

19931 RAMESHvVAR ef a/., 1993). A produção destas e de outras citocinas

podem estar relacionados a uma ação da SP, decorrente da ligação a

receptores específicos de membrana. Tal fato encontra respaldo nos

estudos in üfro de Stanisz et a/. (1987), os quais observaram, por

citofluorimetria, ligação da SP com linfócitos T e B de ratos.

Além disso, Foster et a/. (1991) sugeriam que a SP. atuaria como

quimiotática para linfócitos e como estímulo na proliferação destas células.

Sabe-se, a este respeito, que a administração SP em ovelhas, através da

canulação de vias aferentes de linfonodos periféricos, atua como um

estímulo para a liberação de linfócitos CD4+ destas estruturas (M00RE ef

a/., 1990). Estes autores, ainda, observaram que este estímulo se mantinha

até 96 horas após uma única infusão de SP. Além disso, a sensibilização a

bactéria S. mue/7chen, seis dias após uma infusão de SP, abolia o período

de latência para a produção de anticorpos. Estes efeitos sugeriram

potencialização da resposta imune pela SP, tanto celular como daquela

ligada à produção de imunoglobulinas.
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Por outro lado, o estresse parece ter exacerbado a reação do

organismo à reexposição ao antígeno, uma vez que verificou-se neste

terceiro experimento um percentual maior de aumento da elastância do

sistema respiratório nos animais estressados e submetidos ao desafio

antigênico que naqueles não estressados; de fato, este aumento foi inferior

nos animais sensibilizados e desafiados, mas que não foram submetidos ao

estresse. Este dado da elastância do sistema respiratório contrasta com

aquele observado no segundo experimento (estresse social) e sugere.

portanto, que os mecanismos neuroimunes deflagrados nos dois modelos de

estresse sejam distintos. De fato, o estresse produzido na esquiva ativa, não

foi capaz de reduzir o percentual de aumento da resposta da elastância do

sistema respiratório, nos animais tratados com a capsaicina, enquanto que

tal fato ocorreu nos animais submetidos ao estresse social, no experimento

anterior, ou seja, quando os animais não foram submetidos ao tratamento

neonatal com a capsaicina. Por outro lado e, ao contrário do observado no

segundo experimento, observamos também maiores percentuais de

aumento de resistência do sistema respiratório em animais estressados em

esquiva atava. Quem sabe, o estresse em esquiva atava poderia ter sido mais

"forte" ou contuntende que aquele produzido por confrontação social, ou

vice-e-versa. De qualquer forma, fica caracterizada mais uma vez a

relevância do contexto experimental estressor para a eliciação da resposta

neuroimune, isto é, que a intensidade, o tipo e o tempo em que o animal é

submetido ao estresse são determinantes para a direção e qualidade dos

seus efeitos imonumodulatórios (PARÉ e GLAVIN, 1 993).
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Os dados de mecânica pulmonar agora obtidos corroboram com os

resultados obtidos por TIBÉRIO ef a/., (1997) e sugerem que a SP tenha

mesmo menor participação nos processos anafiláticos das vias aéreas

proximais do que nas distais. Entretanto, cabe salientar que o tratamento

com capsaicina não inibiu por completo a resposta ao desafio antigênico

sobre a mecânica do sistema respiratório nas vias proximais, ou seja: os

animais sensibilizados e não estressados - apresentaram maiores

percentuais de aumento da elastância e resistência do sistema respiratório

após a reexposição ao antígeno OVA.

Entretanto, nos animais tratados com capsaicina, o estresse parece

ter atenuado a resposta ao desafio antigênico sobre as vias proximais, uma

vez que a porcentagem de aumento na resistência do sistema respiratório

após o desafio com a OVA foi menor do que aquela registrada nos animais

tratados com capsaicina e não submetidos ao estresse na esquiva.

Aparentemente, o tratamento neonatal com capsaicina permite, portanto,

inferências sobre a SP e a NKA na reatividade dos ratos que são submetidos

a estresse.

Pode-se supor, diante dos dados do terceiro experimento, que o tõnus

das vias aéreas distais dos animais estressados em esquiva sejam

influenciados, entre outros fatores, pelos neuropeptídeos e pelo desafio com

a OvA. Este fato é bastante interessante se considerarmos que a função das

vias distais, avaliada pela elastância do sistema respiratório, mede um
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aspecto que está aumentado nos indivíduos asmáticos e que, os animais

tratados com capsaicina no presente experimento apresentaram índices

reduzidos desta mesma elastância, um dado importante para reflexão sobre

o papel dos neuropeptídeos na asma e quiçá, para o desenvolvimento de

novos fármacos para tratamentos da mesma.

No que concerne aos valores de NO, não foram verificadas diferenças

estatisticamente significantes entre os valores deste gás, medido no ar

exalado dos animais tratados com capsaicina antes e após o desafio

antigênico. Houve, no entanto, um aumento nos valores basais deste gás

nos animais sensibilizados, submetidos ao estresse na esquiva, mas que

não foram desafiados. Estes dados concordam com aqueles obtidos após o

estresse por confrontação social e, mais uma vez, sugerem participação

neuroimunomodulatória. Em conjunto, sugerem que possa haver liberação

do NO em circunstâncias de ansiedade/estresse, já que também houve

aumento nos valores deste gás no experimento anterior, em animais

estressados por confrontação social antes e após o desafio antigênico.

Por outro lado e, somente nos animais tratados com a capsaicina,

observamos maiores percentuais de aumento nos valores de NO após o

desafio antigênico em animais sensibilizados, o que demonstra, ter sido este

gás liberado em maiores quantidades após a reação anafilátical este fato

encontra respaldo em trabalhos que sugerem que a produção e/ou liberação
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de NO possam estar atreladas à ação de neuropeptídeos na asma de

(ALVING ef a/., 1990, KHARITONOV ef a/., 1994, BARNES e LIEW, 1995).

Os percentuais de aumento nos valores de NO foram maiores nos

animais estressados que nos não estressados, após o desafio antigênico e,

na ausência de tratamento com capsaicina, o que sugere um papel de certa

forma projectivo para a SP e/ou para a NKA sobre a resposta inflamatória de

animais estressados. Assim, estes neuropeptídeos estariam implicados, de

fato, com a resposta anafilática pulmonar, visto que atuariam impedindo a

exacerbação da reação pulmonar, já que suas ausências implicaram em

maiores percentuais de aumento da elastância, resistência e de NO em

animais estressados: se verdadeiros, estes fatos sugerem que o sistema

NANC esteja implicado com a broncoconstrição de indivíduos alérgicos e

estressados, quando expostos ao estímulo antigênico.

A implicação do estresse na inüamação não é simples de se explicar.

Assim, no contexto da presente discussão, os dados deste trabalho estão de

acordo com nosso trabalho prévio e também com evidências de estudos

experimentais recentes, mostrando que um estresse pré-natal brando e

imprevisível (NOGUEIRA ef a/., 1999) bem como um estresse em esquiva

ativa na idade adulta, produziram incremento e não redução, na resposta

inflamatória, inclusive pulmonar, induzida por alérgeno em ratos (PORTELA

efa/., 2001, 2002).
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Os presentes resultados, ainda que não totalmente concludentes,

permitem validar o uso da capsaicina, enquanto ferramenta de estudo

farmacológico, relativos à importância do sistema NANC na modulação

neuroimune do estresse sobre a inflamação alérgica pulmonar. Permitem,

ainda, sustentar a hipótese de que o estresse, através da ativação psico-

neuro-endócrina e/ou da liberação de neuropeptídeos modifique a

inflamação alérgica pulmonar (EYNOTT ef a/., 2003). Reforçam, assim, a

noção de que os fatores de natureza física e psicológica subjacentes

interferem com mecanismos ligados à regulação homeostática em doenças

como por exemplo, na asma (RITVELD e van BEEST, 1 999).

De fato, os dados do presente trabalho respaldam relatos que

apontam, em seres humanos, a existência de uma correlação positiva entre

escores mais elevados de ansiedade (medida por testes de escalas) e

ocorrência de asma, ou seja: em indivíduos com asma, os índices de

ansiedade, medida em estores, são maiores do que aqueles encontrados na

população como um todo (YELLOWLEES e KALUCY, 1990). Cabe lembrar

que os estudos foram realizados com pacientes em crise e fora das crises

agudas de asma (VAMOS e KOLBE, 1999). Neste sentido, outros estudos

revelaram maiores índices de transtornos comportamentais em crianças com

asma (VILA ef a/., 1999)l entre estes transtornos, a hiperatividade destaca-

se como um dos principais distúrbios de ansiedade associados à asma

(PUURA ef a/., 19981 VILA ef a/,, 1998). Finalmente, nossos dados estão de

acordo com achados da literatura, que relatam ocorrência em crianças com
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asma de maiores dificuldades comportamentais e de ajustamento, em

relação à crianças não asmáticas (MRAZEK ef a/., 1 998).

Neste contexto, acredita-se que as desordens de ansiedade - que

acometem os asmáticos -- possam também ser decorrência de um

condicionamento e/ou do próprio medo de ter as crises de asmal ambas

características resultam em ativações neuroendócrinas semelhantes às

relatadas no presente trabalho (STORES ef a/., 1 998).

B

Em contrapartida, perene-nos relevante comentar ainda que os efeitos

estressores ou ansiogênicos não são apenas verificados diretamente nos

indivíduos com asma. De fato, constataram-se maiores escores de

ansiedade também nos pais de crianças internadas devido a asma

(WAMBOLDT ef a/., 1998) o que demonstra haver maiores índices de

ansiedade em pessoas que convivem com doentes. Neste sentido, em

nossos laboratórios, demonstramos que a coabitação de um camundongo

sadio com outro camundongo inoculado com tumor de Erlich trouxe

importantes alterações emocionais e também imunológicas aos animais

sadios "acompanhantes"l estes últimos apresentaram menor atividade

exploratória em ho/e boand, menor número de leucócitos circulantes e menor

resistência ao tumor de Erlich, inoculado nos mesmos, onze dias após a

coabitação com os "doentes" (MORGULIS ef a/., 2004).
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Por outro lado, não se deve perder de vista que as relações de causa

e efeito entre todas as variáveis presentemente estudadas são bi-

direcionais. Assim, existem evidências mostrando em seres humanos que a

piora da síndrome do pânico -- um transtorno de ansiedade - acarretava uma

piora também nas crises de asma (RIETVELD ef a/., 1999). No entanto,

também há registros de crises de asma amplificando e piorando crises de

pânico. Em ambos os casos, ansiedade e asma estão presentes, sendo

mutuamente influenciáveis (CARR. 1 998).

.'''''\. Por fim, é importante salientar que ainda são poucos os registros de

publicações anteriores a respeito de trabalhos que incluam num mesmo

protocolo experimental o tratamento neonatal com capsaicina, a aplicação

de um estresse e a análise da inflamação alérgica pulmonar. O presente

trabalho pode assim, indicar um importante caminho numa direção

multidisciplinar, para o estudo destas variáveis, que atuam simultaneamente

tanto em seres humanos como em animais.

Por conta do avanço no conhecimento científico, sobretudo nas áreas

biomédicas e humanas, acumulados até a presente data e, considerandcbse

os resultados aqui apresentados e discutidos, afirma-se um importante papel

da ansiedade e do estresse sobre doenças como a asma e a provável

participação do sistema NANC e dos neuropeptídeos neste processo.
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7CONCLUSOES
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l O estresse social agudo e prolongado de ratos em uma gaiola grande

enriquecida exerceu efeitos comportamentais decorrentes da situação de

confrontação sociall estes efeitos foram verificados através das emissões

de vocalizações ultrassõnicas, o que sugere aumento nos níveis de
ansiedades

2. O estresse por confrontação social prolongado resultou em alterações na

resposta inflamatória de origem alérgica pulmonar em ratos
sensibilizados e desafiados com OVA. Os ratos submetidos ao estresse

apresentaram aumento menor dos valores da elastância do sistema

respiratório após o desafio antigênico. Os percentuais de aumento de

resistência do sistema respiratório dos animais sensibilizados foram

iguais, a despeito de terem sido eles estressados ou não. Os valores de

NO, basais e máximos, medidos no ar exalado dos animais estressados

foram maiores do que aqueles de animais não estressados. Não houve

diferença nos percentuais de aumento dos valores de NO pós-desafio.

.''x
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3. O tratamento neonatal com capsaicina produziu alterações na resposta

inflamatória de origem alérgica pulmonar de ratos avaliados quando

adultos (90 dias). Houve atenuação nos valores da elastância basal

(antes do desafio) do sistema respiratório dos animais sensibilizados e

estressados; este mesmo grupo apresentou maiores percentuais de

aumento desta elastância após o desafio. Houve atenuação no

percentual de aumento de resistência do sistema respiratório dos animais

estressados e desafiados, em relação àqueles dos não estressados. Os

animais não estressados apresentaram concentrações menores de NO

basais. Após o desafio, o grupo de ratos submetidos ao estresse na

esquiva atava apresentou percentuais de aumento de NO superiores ao

do grupo não estressado.

Estes resultados em seu conjunto sugerem que o estresse tenha a

capacidade de modular, de forma diferenciada, parâmetros da resposta

inflamatória alérgica pulmonar, e que os neuropeptídeos estejam implicados

com esta modulação.
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Abstract

The inDuence of stress on total ]eukocyte court üom bronchoalveolm lavage (BAL) was hvestigated in mts sensiüzed and chaUenged

with ovalbumin(OVA). The animais were injected intmperitoneally with a suspension ofOVA paus aluminum hydroxide in 0.9% Naco(Day
0) and boosted at Day 7 with an identical OVA solution, administend subcutaneously. From the íüst to üe 13th day after sensiüzation, rata
wae placed hdividually in a shuttle box where üiey nceived 50 escapable 6ootshocks per day, always preceded by a sound signal(S); the
responses ülat occuned duiing boül S and shocks canceled üe süessfU stimulation. On Day 14, aúmals wen wbmitted to a single session of

50 inescapable ít)otshock$ preceded by üie some S; inmiediately ares, the animais wae submitted to a 1% OVA-ilúlalation chajlenge.
ResuJts showed highlevels ofstress in the shocked animais as detected through both ultrasonic vocalizations(UVs) and social interacüon tesa

in an open õe]d. Toü] ]eukocyte court in BAL üom stressed animais(24 h post-OVA challenge) Kvealed a significant hcrease in lhe number
of inflammatoly cells in compaüson to that measund in sensitized, nonstressed challengexl mts. 'lbese data demonsüate that süess plays a
relevant and important role on total bronchoalveolar cela court in OVA-sensitized rata. © 2001 Elsevier Science Inc. All dghts reserved

,Nova/dç: Ultrasonic vocalization; Social interaction; Bronchoalveolar lavage; Alleígic ition

Seveml studies bate 6ocused on the existente of body
mind interactions bota in health and sickness. The long-hem
view that homoostatic mechanisms are integrated by ner-
vous and endocrine systems has been expanded by in6orma-
tion that these systems interact with the immune system
[2,16]. Immune responses altar neum] and endocrine fünc-
Lions, and in tum, neuml and endocrine activity modifies
immune fiinction]9,33]. Chances in cell-mediated immune
fimctíon were reponed ín persons undergoing distressing
bife experientes [28,39]. ]ndeed, stress reduces not on]y
impune/inflammatoiy responses]35] but also modulates
cytokine and peptide production and release]7,1 8,53]. Ttie
hypothalaiúc CRF homlone, in tais respect, was reported as

being a key mediador of the endocrine, and probably of the
autonomia and viscem], respondes to süesst14,56].

Symptoms of anaphylaxis, paltiçularly those related to
lung function, were reported to be increased during stressful
situations and/or high ]eve]s of anxiety]49,57]. Recently, it
was shown that the lung anaphylactic responso(LAR) is
passivo ofPavlovian conditioning and, also, that high leveis
of stress and anxiety inLedere with the couise of LAR]48].
Tbe some article also showed üe existente ofa relationship
between stress/anxiety leveis and symptoms of LAR.
Accoiding to MacQueen et a].[40], the central nervous

system (CNS) can regulate the secretion of mediators
known to ocçur in intestinal mucosa! celas -- a íàct that

supports the increasing evidence for CNS involvement in
the moduladon of immune ftmcúon in allergic reactions.

In tais respect, administmdon of intemúttent footshocks
to rata resulted in a 74% decrement in T-lymphocyte
proliferation and a 59n%o decrease in natuml killer cell
cytotoxicity[34,36] as well. It is known that polymorpho-
nuclear and mononuclear celas play a relevant role in
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allergic inflammatory respondes, suco u in asthma]32].
Even se, evidente to support a relationship between anxiety
leveis and bronchoalv«)lar leukocyte content is lacking. The
present experiment was undertaken to verify the eHects of
an aversive stimulatíon by footshock stress on bota anxiety
leveis and bronchoalveolar leukocyte content in ovalbumin
(OVA)-sensitized mts studied during the course of LAR

as suggested by De Vry et al.[15], with modiíícations.
Briefly, the rata were placed individually indo a shuttle box
(modal E 10 ] 6 mt shutt]e cago, Cou]boum ]nstnnnents,
USA) housed incide a sound attenuaãon chamber. In tais
device, they received, during a 30-min session, 50 escap-
able R)otshocks(0.5-mA scmmbled shocks of 5 s) through
an elwtrified grid licor. Tbhe following schedule was used:
(1) a discriminadve signal (S) (6-dB tona cue of 2 s)
preceded the escapable ík)oBhock; (2) each üial (tome and
shock) was repeated 50 times, with an interval of 28 s
beM'een trials;(3) the set of shocks(50 Mais) was repeated
daily. Thewfore, this shock session was repeated 13 times,
beginning on sensitimtion Day l until sensitízation Day 13;
a responso durhg the waming(S) canceled the stock
delivery and temiinated the S. Every stock was avoided
when üe respondes occurred duiing both S and grid shocks.
Tllis discríminated-avoidance procedure was reported to
provido higher lwels of acquisition and maintenance of
responsiveness than the classical conditioning methodt38].
On sensitization Day 14, animais fere submiUed to a single
session of 50 inescapable ítx)tshocks, discriminated by the
game S and with an interüial interval of28 s. Animais üom

a contrai group(nonshocked) vele similarly placed in the
shuttle box for the same períod of time, but without
aversive stimuladon.

A 3-min adaptation time in the shuüle box was provided
to bota contrai and stressed mts, i.e., the stimuli(sound or
sound and footshock) started to be debvered 3 min arfar
placing the animais in the appamtus; all sessions in the
operant chamber were controlled by an L2T2 System soR-
ware(Cou[boum) instai[ed on an ]BM-compatib]e compuer
placed in an adjacent roam.

1. Materiais and methods

1. 1. Animais

Twenty pathogen-Ree and genetically similar mate Wis-
tar rata ftom our colony, weighing 250 300 g and about
80 90 days ofage, were used. The animais fere housed in
tempemture-controlled(21 23'C) and anificially lighted
rooms on a 12-h light/12-h dark cycle (lights on at 7:00
a.m.) with frw access to ft)od and water. The experimenta
were performed in a diHerent roam, kept at a similar
tempemture as the animal colony to which the animais were
üansferred and maintained in their homo cases 2 weeks
before the experiments. Animais were housed and usei in
accordance with the guüdelines of the Committee on Caro
and Use of Labomtoiy Animal Resources of the School of
Veterinary Medicina, University of São Pauta; these guide-
lines are similar to those of the National Research Council,
USA. Each animal was used onde.

1.2. OVA seYlsitization and challenge

Sensitization procedures and aerosol challenge vele
performed according to Coleman et al.[10]. Briefly, animais
fere actively sensitízed by an intmperitoneal(ip) injection
of0.66 m] ofa suspension of l mg OVA(egg albumin grade
11, Sigma) plus 300 mg of aluminum hydroxideIAI(OH3)]
in 0.9%(wt/vol) Naco. 'Réis was considered Day O of
sensitization. Seven days after sensitization, the animais
were boosted subcutaneously(sc) with an identical injection
of aluminum-precipitated OVA. The aluminum precipitate
acta as adjuvant to promete JgE production [40].

OVA-aerosol çhallenge was accomplished by placing
the mts indívidually in a 7.2-1 polyulrethane chamber con-
nected to an ]nalamax nebulizer(m(xlel S3; Inalamax NS
Indústria de Aparelhos Médicos, Brazil), which genemted
an aerosol mist pumped isto the exposure chamber by the
airflow supplied by a smai} animal ventilador set at 60
süokes per minuto, with an ouq)ut volume of ]0 ml. All
control (nonshocked) and experimental (shocked) rata were
exposed to 1% OVIA aerosol for 15 mh and fere studied
24 h laser.

1.4. Behaüorat memures

Measures of ultmsonic vocalization(UV) and of social
interactions in an open field are known to display anxiety
and/or stress ]eve]s [13,22,26,29,30,43,59]. These beha-
vioml parameters were evaluated. UV consists of many
short calas, homogeneously distributed over the total dum-
tion of the shock sessionl58J; it was presently recorded as
suggested by De Vry et a]. [] 5]. For that, a microphone (D
940-Petterson Elektronic, the Netherlands) was placed in the
middle of the ceiling of the shuttle box. Tlús microphone
was connected to an amplifier and to a bandpass 61ter that
selected UV (35 dB, 20-35 kHz); the output was made
visible and audible on an oscilloscope and on an eaiphone,
respectively. A computer controlled üe dumtíon of üe UV
recording sessíon; üe Requency and amplitude of the UV
delivered by each mt were measured through the use of a
software(R900 Petterson Electroniks, the Netherlands). UV
was detected during the adaptation period and during the
6ust 7 min of al1 14 stock sessions; recordings were made
betwwn 8:00 and 12:00 a.m.

The social intemction post was cairied out in the open
Hield, as-described by Fi]e]26]. The open-üleld appamtus

1.3. À?txiogenic stimulation

Footshock is known to induce anxiety and/or stress
[] ,3,55]. This anxiogenic stimu]ation was present]y used
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was an arena 97 cm in diameter. A chronometer was used to
measure the time spent in social interaction. A vídeo camem
was mounBd vertically above the arena, and the mts were
observed on a monitor in an adjacent roam by an observar
who was blind to [he experimenta] procedures.

The test was applied to 20 mts that were divided isto two
equal groups: experimental group(shocked) and contrai
group(nonshocked) Eorming 10 paira; within each group,
they were paíred for weight (no more than 30 g of
dinerence) and fàmiliarized to he open-nem arena for 5
min, 48 and 24 h before experímentation. Conüol and
experimental paira of mts vele tested for social intemctions
6or 5 min in üús arena, 60 mín arfar the last session in the
shuttle box. The total time(in seconds) spent by the tçst pair

in active social interaction(snifHng, following and groom-
ing the partner, kicking, mounting, jumping on, cmwling
under or over the partner) was scored. The appamtus was
washed with a 5% ethanoVwater solution before each
behavioml tesa [o minimize possib]e inf]uence of odor of
previously tested animais; conüol and experimental mts
were intennixed and the observations wew made between
8:00 and 12:00 a.m.

1.6. ExpeHmenta! design

Twenty-tour hours after sensitizadon(Day 0), the mts
were divided equally and at mndom indo two groups:
experimental and contrai groups. Experimental animais
fere given anxiogenic stimulation from Days l to 14
postsensitization, as descríbed above; on those days, control
animais were identically placed in the shuttle box, without
aversive stímulation. UV was measured in ailimals âom

both groups during the Hust 10 min of placement into üe
shuü[e box, üom Days ] to 14 ater sensitization. ]mmedi-
ately after the discriminated inescapable R)otshock(sensiti-
züion Day 14), all animais were submitted to an OVA
challenge, as debcribed above. Forty-tive minutos after tais
challenge, i.e., Ih after the last shuttle box session, üe
animais wen placed in the conter ofan open field for social
inteiaction measumments that were perfomied as previousiy
described. Finally, 24 h arfar the OVA chdlenge, all animais
were submitted to the BAL procedwe described above.

1. 7. Data anatysis

1.5. Bronchoalxeolar lavage (BAL) and leukocyte court
Bartlett's test]37] showed that the data conceming social

intemction were parametric(P< .05). Thus, r tesa was used
to analyze this data. Data on cell count ítom BAL were nat
parameüic; therefore, they were analyzed by the Mann
Whitney U test. Data on UV fere üansformed into percen-
tage and analyzed by the Fisher test. 'l.he Gmphpad Instat
statisdcal package was used throughout, with he levei of
signiHicance set at P< .05 for all comparisons.

Total leukocyte count üom BAL was per6omied accord-
ing to Elwood et al. [19]. Brief]y, 24 h arfar OVA
challenge, the nata fere deeply anaesthetized intraperitone-
ally with chloml hydmte(10%, 3 ml/kg) and their lungs
were flushed with 4 x 5 ml aliquots of a 0.9%(wdvol)
sterile NaCI solution through the use of a cannula inserted
by trach«)tomy. 'rhe lavage fluid was collected and cen-
trifuged (1000 x g for 10 min at 20'C), and the cell pellet
obtained was rcsuspended in 2 ml of phosphate-bunemd
salino(PBS) solution. Total leukocyte count was made by
adding ]00 pl of crystal violel to 900 pl of the cela
suspension; cells were counted under a light microscope
in a Neubauer chamber.

2. Resulta

2.1. E$ect:s ofstrass on Uyand social interacüon tesa

Stress induced UVs during the interüial intervala of the
discriminated footshocks. The mean âequency and am-

Contíol Stressed

Fig. 1. Eílêcts of an aversive stimulation induced by discriminated ít)otshocks on üle time spent by rats h social hteradion h an open lield (A) and on total
leukocyte count in BAL fjuid bom actively OVA-salsitized mts aíter an inhalatoiy challenge. The open and closed cohmms npresent contiol and sUessed
animais, nspectively- An astuisk on top of the coltmms denotes a statistically signibcant dif$mce at P< .05(/ and U testa íbr A and B, respectively).
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plitude of UV recorded â:om stressed animais were 24.95
:L 0.8243 and 22.01 :t0.2394, respectívely; while uncondi-
tioned and nonshocked mts díd not display UV within the
tese chamber(data not shown), all stressed animais exhi-
bited tais behavior. Indeed, the analysis of üe Hust 3 min
revealed that this behavior often occurred within the
adaptation period to the shuttle box.

Fig. 1A shows the eHects ofthe aversive stimulation now
employed to índice stress on the total time spent by mts in
social intemction in üe open íield. As can be seen, the
amount of time perfomling this behavioml talk was smaller
(P< .05) in stressed mts than in centro! ones.

described elsewhere]4,45]. Furthemlore, an interesting
Heature of üe UV recorded by us was the fact that ít algo
appeared during the habituadon to the shuttle box, arfar the
second day of training in the complete absence of aversive
stimulation. Tbese íindings show üat a Pavlovian condi-
tioning was presently imposed, i.e., the environmental
context (conditional stimulus, CS) associated with past
6mtshocks(unconditioned stimulus, US) was suílícient to
induce UV. These calas may be inteipreted as an aHective
expression of a süess responso [21,43].

Not surprisingly, the social intemction tesa revealed a
similar partem. In the social interaction test, the conílict is
likely to result Rom a positivo drive to intemct with anoLher
mt versus an aversive to being behaviomlly active in a novel
environmentL] 1]. When tested under conditions ofmaximal
unfamíliarity with the arena and high leveis of sUess,
subjects exhibit ]ow ]eve]s of socia] interacdons. ]n ü)is
respect, acute trealments with benzodiazepines exert antic-
onflict eííêcts to üiis pamdigm, as measured by an increase
in the time spent by pairs of rats engaged in social interac-
tionL24 26]. Thus, the presently observed decnment in
social intemction by the mts of the experimental groups is
algo representativo of high leveis of stress in pese aúmals.

Duríng the course of an airway inflammation associated
with ]gE-mediated responso, the balance of the cytokines
released can regulate the cellular migmtion to the inflam-
matory R)cus]5,8,12]. These ínflammatory processos were
a[so verifíed by others [20,50]. E]wood et a]. [19] found an
increment in eosinophil and lymphocyte counts in BAL
fluid of animais sensitized and challenged with the antigen.

It is common knowledge that high leveis of stress are
positively correlated to glucocorticoid homlone serum
leveis, i.e., high leveis of corticosterone or cortisol were
6ound durhg the course of a stress response]6,42]. Teus, it
can be thought that the present increment in leukocyte
seems. unrelíable at Hust. Indeed, glucocorticoids are largely
known to cave anta-inf]ammatory properties]7,60]. How-
ever, the relationships among glucocorticoids, stress, and
lgE-mediated inflammation are not se simple. In tais
respect, our data are in accordance wíth recent experimental
evidence showing that chronic mim unpredictable prenatal
süess produces an increase in the allergen-induced airway
inf[ammation in the rat omspring]47].

Exposure of sensitized animais to OVA was associated
with the presente of açtivated T çells in the aiiway mucosa
[31]. According to Holgate [32], T celas produce a restrícted

army ofcytokines encoded in a small cluster ofthe lona ami
ofchromosome 5 at banda 31 33, whch has twen shown to

be the IL4 gene cluster. Speci6cally, it was mported that the
pro-allergic cytokines are produced by a subtype ofT-helper
celas known as TH2; the other T-helper subtype, THI, tenda
to antagonize the allergic responso. In this respect, it is
known that during the course of an airway inflammation
associated with lgE-mediated responso, the balance in the
content and type of cytokines re]eased by TH]/TH2 celas
regulares the cellular migmtion to the ínflammatory focus

2.2. E$ects oJ' stress on total tmkocyte court

Fig. ]B also shows that the total leukocyte count üom
[he BAL fluid ater the inha]atíon cha]]enge to sensitized
mts was higher(P< .05) in stressed than in contrai animais.

Taken together, the present resulta suggest that the
aversive stimulation now employed induced hgh leveis of
stress, as detected through both UV and social intemction
measurements. At the same time, ths aversive stimüadon

increased the total leukocyte content in the BAL fluid ofthe
OVA-sensítized nats used.

3. Discussion

üe present âmdings demonsüate that stress increas«
leukocyte infiltmtion on antígen-induced airway inflamma-
tion in mts. Tlüs observation is relevant and suggests that
the stress responso is physíopathologically meaningful for
an LAR. Jndeed, the present investigation agrees with
other studies suggesting that stress is relevant for the
onset, intensity and maintenance of an anaphylactic res-
ponso [47,48].

]n the context of this experiment and discussion, stress is

defined as a complex process by which an organism
responds to either extemal(environmental) or psychological
events that pose a challenge or danger to the organism [27];
thus, the stresshl stimulus will be refeimd to as "stressor'
and the responso as the "stress responso." in dais respect, it
is known tbat social interacdon evaluations perfonned in the
open fleld and UV detemiinatíon are good indexes of the
sü:ess responso in rats [15,22,23,54]. Teus, the present
resulta also showed high leveis of stress respome during
the course of the aversive stimulation employed, in agrw-
ment with others [44,51,52]. Taken together, the present
data support the increasing evidente for CNS involvement
in [he regulaüon of immune fiinction]6,42].

The stressful stimulaíon now employed through the use
of an escapable/inescapable 6ootshock schedule triggered
UV of 20 35 kHz, whch had already been referred to as
anxiogenic vocalizatíon]1 3]. T"he mnge of üequencies and
the long dumúon of most of the calls reponed in the present
study, in experimental rata, are in accordance wiü data
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[17,61]. Thus, the Hindings now repoúed in the BAL derived
âom süessed mts might be interpreted in the light of a
chance on this balance. ]ndeed, the balance among the
cytokines released duríng an airway inflammation was
already reported as being abre to influence the development,
course, and pathology of allergic and inflammatory dis-
eases; this phenomenon was associated with immune/cellu-

lar respondes linked to the populations of "T-helper"
lymphocytes [41,46].

In faca, it was shown that stress, through glucocorticoid
hormona activation,. could modulate the switch between

THI/TH2 responses]9,1 8]. Specifícally, it was reported
that glucocorticoid homiones are able to médio the expres-
sion, production, and release, not onjy of cytokines, but algo
of adhesion molecules and immunoglobulins that, in tum,
regulate THln'H2 switching and thus the intensity of the
inf[ammatory nsponse observed]] 7]. ]n tais respect, cyto-
kines seem to play a pivotal role. Indeed, IL4, IL-5, IL-6,
and ]L- 1 0 were pointed as fãvoring TH2 responses through
activation of immune celas such as mass cells, B lympho-
cytes, and eosinophilsl60l; on the other band, INF y, IL-2
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De Paula Portela, Cáries, locanda de F. L C. Tibério,
Edna A Leíck-Maldonado, Milton A Marfins, and Jogo
Palerma-Noto. Eflêcts ofdiazepam and stze:ss on lung iióam-
matory responde in OVA-sensitízed rata. .Am J PÀyshZ Z,ü/%g
Cela ã/oZ PhlsíoZ 282: L1289-L1295, 2002; 10.1152/ajplung.
00352.2001.-The inâuence of strew and diazepam treatment
on airway iióammation was invrestigated in walbunlin(OVAL
sensítized rata. Animais were ii\jected with OVA paus alumi-
num hydroxide intraperitoneally(cãa# O) and boosted with
OVA subcutaneously (da7 7). From the first to 13th day ater
sensitization, rata were tmated with diazepam, and Ih bater
they were placed in a shuttle box where they received 50 mim
escapable foot shocks/Uay preceded by a sound signal(S).
Responso during the warning(S) canceled shock delivery and
terminated the S. On day ]4, rata fere submitted to a single
session of 50 inescapable ft)ot shocks preceded by S and Uien
wem chanenged with OVA. lligh leveis of stress vele de-
tected in shocked aiúmals. manifested as ultrasonic vocaliza-
tions. Morphometric analysis ofstressed animais revealed a
signiâcant increase in boüi edema and lymphomononucle-
ated celas in airways compared with contmls. Diazepam
treatment reduced edema in stressed and nonstmssed rata.
No diBbrences vete found in polymorphonucleated ceU in61-
tration. Diazepam treatment reduced lymphomononucleated
cela in61tration in stressed animais. These data suggest that
stmss and diazepam treatment play relevant Foles ín edema
and lymphomononucleated airway infiammation in OVA-
sensitized rata.

stimulation(e.g., escapable and/or inescapable R)ot
shocks), which allow more appropriate and complete
analysis of the severas endogenous variables that in-

and/or inescapable

teract with antigen-induced inílammatory responso
(40--42). These approaches suggest that the ability of
an organism to control a stressfül situation is a critical
factor in the impune response(19, 40).

Severas studies conducted in the past tour decades
b.ave tned. to analvze the relevant interactions between
emocional or psychopathological disorders and allergic
and/or chronic diseases suco as astl)ma(29, 37, 38, 52,
58). Asthma is an anergic disease characterized by an
inâammation of the

a

alrwavs together wlth lntennit-
tent episodes of reversible bronchospasm(9, 21, 35).
Anecdotal reporta of the occurrence of stressftd evento
before or together wiUi the onset of cnsis in astb.-
matic patients are commoiüy heard(43). In addition,
prolonged stressftil situations(e.g., fàmily conílicts)
cave been reported to exacerbate asthmatic crises(58).
Animal modela of lung anaphylatic responde point in
the game direction (38, 42).

Benzodiazepines(B])Z) reduce anxiety and stress
respondes by acting on high-alíinity receptor cites
present in the central nervous system(CNS). Because
of this emêct, they are one of the post â'equently used
class of psychotropic drugs worldwide(46). Neverthe-
less, besides the central receptora described for BDZ,
peripheral-tape binding sites(PBR) Lave also been
identiíied for trem in the endocrine steroidogenic tis-
sues, impune organs, and in celas such as macrophages
and lymphocytes (39, 48, 60).

By acting on PBR, BDZ suco as diazepam cave
been reported to modiíy the

ovalbumin; alletEic inílammation; peribmnchial edema;
lymphomononucleated celas; aversive stimulation; asthma

File NXUROEUDOCnrUX Ano ÍMMUUE systems play relevant
Foles in the maintenance of homeostasis. Contrai of
immunological respondes has been traditionally viewed
in termo of the mutual interactions among immuno-
competent cells, hormones, cytokines, and peptides. A
number of iecent studies are now showing that emo-
t;tonal states such as anxiety and stress can also inílu-
ence the onset, course, and treatment of severas dis-
eases, including atopic diseases suco as asthma.
Studies of the emotional impact on the impune re-
spondes usually employ animal modela of aversive

reported to
indicated by changes
IL-b, tumor necrosls t&ctoF-cx
Probably because of tais, diazepam

cytokine
in interleukin-l

network, as
(11;1), 1J-2,

(60).

reported to

in

and interteron-'
treatment was
spreading and

phagocytosis
duced paw edema
PBR present in

of

decrease
(27) and

macrophage
to decrease

(24, 25).rats (24, 25). Stimulation
was reported to in-

crease glucocorticoid production(60), and tais hor-

carrageemn-in-

adrenai celas
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morte is
and anui-inílammatory properties(5, 28)

.ibe present exDenment was desianed to

known to cave potent immunosuppresstve and vehic]e-treated and nonshocked(Cve) groups]. For aver-
sive stimulation, rata fere placed individually incide the
shuttle box, where they received 50 escapable 6oot shocks(0.5
mA scrambled shacks of 5 s) through an electHâed grid íloor
duríng a 30-min session. The following schedule was used; .l)
a discriminative signal(S)(6 dB tone cue of2 s) preceded the
escapable R)ot shock; 2) each trial(tome and stock) was
repeated 50 times, with an interval of28 s between trials; 3)
the set of shocks(50 trials) was repeated daily. Thereüore,

relationships
pam

among anxiety/stress response,
and lung allergic inílammation.

(OVA)..sensitized rata

diaze-

ci6cally, fere sub-
mitt;ed onw daily to a mim &)ot-stock stress and/or to
diazepam treatment(2.0 mgfkg) for 14 days. Immedi

treatment,
ovalbuxnin

SPO

ately after the last aversive stimulation, animais fere
submitted to a 1% OVA inhalation diaUenge and killed
for the determination of lung inflammatory responde.

this stock session was repeated 13 tomes, beginning on sen-
sitizatíon da7 [ and ]asting unti] sensitization cüüy ]3. A
responde during the warning(S) canceled the stock delivery
and tem)inated the S. Every stock was avoided when the

METHODS respon)ses occurred dullng bota S and grid shocks. Tais
discriminated-avoidance procedure has been reported to pro-
vide higher leveis of acquisition and maintenance of respon-

than üie classical conditioning method(32). Onsiveness

hth S

#''\.

.Animais. Twenty pathogen-free and genetically similar
mate Wistar rata, weighing 250--300 g and -80--90 days of
age, flom our colony fere used. The animais were housed in
temperature-contro]]ed(21--23'C) and artiâciaUy ]it rooms
on a 12:12-h light-dark cycle(lights on at 7:00 AM) and had
Hree access to ítnd and bater. The experimenta vete per-
6ormed in a diãerent roam, kept at a similar temperature as
the animal colony, to which the animais fere transfened and
maintained in their come cages 2 wk before the experimenta.
Animais were housed and used in accordance with the guide
lhes of the Committee on Cale and Use of Laboratory Ani-
mal Resources ofthe School ofVeterinaiy Medicine, Univer-
sity ofSão Paulo; these guidelines are similar to those ofthe
National Research Council(l.JSA). Each animal was used

classical conditioning
sensitizatíon day 14, Sve and Sdz animais were submitted to
a single session of 50 ínescapable ít)ot shocks, discriminated
by the game S and with an intedria] interva] of28 s. Animais
nom Cdz and Cve groups(nonshocked) vete similarly placed
in the shuttle box Êor the game period of time but without
aversive stimulation.

A 3-min adaptation time in the shuttle ban was provided to
bota contml and stressed rata, i.e., the stimulí(sound or
sound plus R)ot stock) started to be delivered 3 min ater the
animais fere placed ín the apparatus. All sessíons in the
operant chamber fere contmlled br L2T2 System software
(Coulbown, AUentown, PA) installed on an IBM-compatible

rata.

only onde.
Z)rtegs. Diazepam(Cristalia do Brasil) diluted in 40%u pro-

pylene glycol-Ranger solution was administered at the dose of
2.0 mg/kg ip. 'l:his diazepam dose is in the game range ofBDZ
doses reported to modi® immune reaction(48, 49). A 40%o

propy[ene g[yco[-Ranger so]ution(].O m]/kg) was used as the
control solution.

OVH senzsífizaüon a/zd càaZZe/zge. Sensitization pzocedures
and aerosol chaUenge fere petfonned according to Coleman

al.(11). Briefly, animais were actively sensitized by an
intraperitoneal injection of 0.66 ml of a suspension of l mg
OVA(egg albumin grade 11, Sigma) pluls 300 mg aluminum
hydroxideIA[(OH3)] in 0.9%(wt/vo]) Naco. This was consid-
ered to be day O of sensítization. Seven days after sensiti-

et

computer placed in an adjacent roam.
BeàapíoraZ 17zeaszlmmenfs. Ultrasonic vocalizations(UV)

by a rat are a known display of anxíety and/or stress leveis
(3). Tlbis behavioral parameter was evaluated in the present
study. UV consíst of many short calas, homogeneously dis-
tributed ater the total duration ofthe stock session(53), and
wem recorded fere, as suggested by De Vry et al.(14). For
this purpose, a xnicrophone(D 940, Pettemson Elektronik,
Uppsala, Sweden) was placed in the middle of the ceiling of
the shuttle box. This microphone was connected to an ampli-
fier and to a band-país 61ter that selected UV(35 dB, 20-35
kHz). The output was made visible and audible on an oscil-
loscope and thiough an earphone, respectively. A computer
contmlled the duration of the UV reconling session; the
â'equency and amplitude of the UV delivered by eadi rat
wem measured with software(R900, Pettemsom Elektronik).
UV vele detected during the adaptation period and during

recordings vetethe 10 min of aU 14 shock sessions r

zation. the animais fere
The

aluminum precipitate aGEs as an adjuvant to promete lgE
production (26)

identical inj ection of
boosted subcutaneously with an

aluminum-precipitated OVA.
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diately removed and íixed in 10% formaldehyde. Sections
representing peripheral áreas of the lungs were obtained and
processed for paraffín embedding. Histological sections of 5
»m were obtained and stained with hematoxylin and eosin.

a4orphomefüc anaZ7sis o/peribronchiaZ edema. Peribron-
chial edema in noncaüilaginous airways was measured us-
ing the point-counting technique, as previouisly described
(50). Transversely sectioned aiinvays were selected and ex-
amined with a }ight microscope(Nikon) equipped with an
inl;egrating eyepiece with 100 points and 50 1ines; the air-
ways were focused at xl,000. The number af points of the
integrating eyepieces falling on áreas ofedema was counted
in three randomly selected áreas of airway wall.

Z,üng hisfopafhoZogícaZ mamínafíon. The game lungs used
to determine peübronchial edema indexes were used to eval-
uate polymclrphonucleated(PMN) and lymphomononucle-
ated(LMN) cela iníiltration. The hematoxylin-stained celas
were counted under a light microscope with an integrating
eyepiece and expressed as cells/unir área (104 p.m2).

Z:'assine cüfaneous anal;zyiaxis. Passive cutaneous ana-
phylaxis(PCA) reactlons were produced by the technique of
Mota and Wong (34). Brieây, será from sensiüzed rata used
in the present study were serially diluted and injected intra-
dermally(100 »Vsite) isto the shaved dorsal skin of nonsen-
sitized naive rata. After 24 h, the animais fere ilÜected
intravenously with l ml of a solution containing 500 p,g of
OVA paus 2.5 mg ofEvans blue in 0.9qn Nazi. Thírty minutes
laser, the rata were deeply anesthetized with ether and
killed; the skin was removed, and the diameter of the dye
stain mean\lied on the inner surface of the skin. 'l'he PCA
titers represent the highest dilution ofthe serum that gave a
dye staín of more than 5 mm in diameter.

Z)afa anaZ3,sis. Bartlett's test(22) showed that the data
conceming OVA-spedâc antibody leveis were parametric
(P < 0.05). Teus one-way INOVA fbllowed by Tukey's tesa
was used to ana]yze these data. ])ata on edema indexes and
cellular inÊltration were nonparametric and therefore were
analyzed by Kruskal-Wallis(KW) ANOVA. Data on uitra-
sonic vocalization were transformed indo percentage and an-
alyzed by Fishers test. Bota the Graphpad Instar Statistícal
package and the SigmaStat software were usei, with the
levei of signifícance set at P < 0.05 for all comparisons.

n
i

''B
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E
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Ns Cve Cdz Sve Sdz

Fig. 1. Passive cutaneous anaphylaxis reaction âom non-ovalbumin
(OVA)-sensiHzed rata(Ns) and i)om OVA-sensitized rata aíLer an
aerosol challenge. Serram taken from contrai animais treated with
vehicle (Cve) or diazepam(Cdz) and from stressed animais troated
with vehcle(Sve) or diazepam(Sdz) was serially diluted and intra-
dermajly inlected isto naíve rata. AÍLer 24 h, the antigen«)VA) wag
injected intmvenotlsly togetber with Evans blue dye, and the ani-
mais were killed 30 min laser. Results are expressed as the reciprocal
ofthe highest díluüon of the impune serum that produced a }esion
of >5 mm in diameter. Data represent the mediam of 5 animais/
group. No statistically signilicant dUTbrences fere found among
groups.

/''\,

/'''\.

stressed rata are presented in Fig. 2. As expected, OVA
inhalation by OVA-sensitized rata induced a peribron-
cllial edema characterized by the presence of liquid
extravasation in the space between bronchial epithe-
lial celas and the outer limit of the airway wall in rata
&om the diazepam-treated groups(Sdz and Cdz). Nev-
eüheless, the data obtained for the vaüous groups
were quite diHerent. Indeed, as presented in Fig. 3,
quantiíication of the OVA-induced edema showed sig-
nificant diHerences in the data of the animais from the
tour groups (KWa,i7 .5, P < 0.00].). '1'hus .Z) foot
stock increased(P < 0.05) the edema indexes of
stressed rata(Sve group) in relation to those measured
in the animais of the contro] group(Cve group); 2)
diazepam treatment decreased the indexes ofedema in
stresied (Sdz group) and nonstressed (Cdz group) ani-
mais in relation to those measured in animais that
received contrai solution(Cve and Sve); 3) no diHer-
ences were found between the edema indexes ofrats of
the Sdz and Cve groups; i.e., diazepam treatment an-
tagonized the eHect of foot stock on edema indexes.

Z,uzzg #ístopaf/mZogicaZ mamã/mtion. Figure 4 de.
picts the number ofPMN celas found in the airway wall
bf stressed (Sve and Sdz) and nonstressed (Cve and
Cdz) rats treated or not with diazepam. No signiíicant
diHerences were obsefved (KW: 4.1s,i7, P = 0.257) in
mean PMIN cela numbers found around the airways of
the rats of the tour groups studied. On the other band,
the number of LMN celas found on the airway wall of
Sve animais was significantly greater(KW3,i7 = 21.6,
P < 0.001) than that íound in Sdz animais and in the
control groups treated or not with diazepam(Cve and
Cdz). Fürt,hermore, diazepam treatment signi6cantly
reduced the LMN cela inÊltration(Sdz group) com-
pared with that found ín Sve animais(P < 0.001). No
diíTerences were found among the Cve, Cdz, and Sdz

RESULTA

tN. All stressed animais(Sve and Sdz groups) ex-
hibited UV during the intertrial intervala of the dis-
criminated foot shocks, whereas unconditioned and
nonshocked rata(Cve and Cdz groups) did not display
UV within the tesa chamber (Sve = 100%, Sdz = 100%,
Cve = 0%, Cdz = 0%). Analysis of anima! behavior
during the first 3 min ater placement incide the ex-
perimental cabe revealed that UV ofLen occuned
within the period of adaptation to the shuttle box, a
faca suggesting the occurrence of a conditioned emo-
tional response (CER) in stressed rata.

.Anübody fZfers dm fo PCA Figure 1 shows the re-
sulta obtained by PCA in naive rata that received
serum ü'om OVA-sensitized rata ater the aeroso! chal-
lenge. As can be seen, immune serram data did not
dizer between groups, i.e., both foot stock and diaze-
pam treatment were unable to change antibody pro-
duction bythe rats.

it/orp/zomefríc anaZysís o/períõronzcAíai edema. Pho-
tomicrographs of the airway wall of stressed and non-
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Fíg. 2. Photomicrography of bronclliai
mucosa stained with bematoxylin and
eosin obtained ftom OVA-sensitized
rata 24 h after antigen challenge. le/t:
nonstressed rata treated with diaze-
pam (Cdz) and ve})ide «}ve). Rêgàí
stressed animais treated with diaze-
pam (Sdz) and vebicle (Sve). WI)ite ar-
rows indicate edema áreas. Note the
presente ofdiíFerent áreas ofperibron-
chia] edema in the 4 groups(game
magnification, X400)

W

groups. Finally, no diíTerences were found between the
Cve and Cdz groups (Fig. 5).

quencies
reportedin
data

to

tne oresent s'tua\
described previously (3,
the second day of training,

and
the present study are in accordance with

31, 42). Furthermore,
UV also appeared
theshuttle boxin

These

the lona duration of most of the caisthe calas

DISCUSSION ater
Interactions between stress and immune responde

are undoubtedly complex, and diHerent types of stres-
sors might induce diHerent impune system responses
(16). In tais context, stress is deíined as a complex
process by wllich an organism responda to either ex-
ternas environmenta] or psycho]ogica] events that pose
a challenge or danger to the organism(40). The stress-
flll stimulus wiU be reíened to m "stressor" and the
responde as the "stress responso."

The stressor employed hera th'ough the use of an
escapable/inescapable foot-stock schedule t;riggered a
UV of 20--35 kHz, which has already been referred to
as an anxxogenic vocalization (13). The range of n'e-

duringthe period ofhabituation
the complete absence of avemive stimujation.
findings strongly suggest that a Pavlovian conditioning
was imposed, i.e., that the environmental context(con-
ditioned stimulus) associated witb the previously given
foot shocks(unconditioned stimulus) was suíhcient to
induce UV(42). These calas already described as a CER
by Miczek et al.(30) may be interpreted as an aBective
xpression of a stress response (31). However, diaze-

did not inhibit UV emissions; most
expressian
pam treatment did not inhibit
probably, the intensity ofthe aversive stimulation now
employed WRS too high to be antagonized by tais diaz-

C:ve Cdz Sve Sdz

Cve Cdz Sve Sdz Fig. 4. Box plots of tbe data related to the polymorphonucleated
(PMN) celas pl'esent on the ainvay waljs obtained from lungs of
stressed (Sve and Sdz) and nonstressed (Cve and Cdz) rata treated
(Cdz and Sdz) or not (Cve and Sxe) with diazepam. Resulta are
expressed per unir a! ea(IO4 Hm2). No significant diíFerences were
found among data of the diíFerent groups(Kruskal-Wallis l-way
INOVA).

Fig. 3. Box pIDEs of the data related to peribronchial edema indexes
obtained ílum ]ungs of stressed (Sve and Sdz) and nonstressed (Cve
and Cdz) rats treated (Cdz and Sdz) or not (Cve and Sve) with
diazepam. ResuJts are expressed per unir área(IO4 Hm2). #P < 0.05
(l(ruskaj-Wanis l-way ANOVA).

AJP-Lume Cela Mnl Physia VOL 282 + JURE 2002 + wwN.alplung.org



STRESS AND DIAZEPAM IN LUNG IN .TORYRESPONSE L1293

as macrophages
ported to change the expression and release of several
cytokines(48) and cela products(51), whose effêcts

(59) and lymphocytes (51)suas re-

strongly iníluence the immundinílammatory responde
(8, 20, 44). Furthermore, PBR are algo present in ad-
renal deus and have been reported to increase end(Be-
nous glucocodicoid production(24, 39).

[l'hus our resu]ts are suggesting a re]evant m]e for
PBR in diazepam-induced changes in airway inílam-
mation. Lazzarini et al.(24) showed that diazepam
reduced carrageenin-induced paw edema and algo the
volume of the pleural exudate, leukocyte count, and
vascular permeability in carrageenin-injected rata.

tais experiment, the number of PMN was not
changed by stress or diazepam treatment. Teus it

In

and ceu DrOaUCtS

#''-

dP''.

Fig. 5. Box plots of the data relalnl to tkie lymphomononucleated
(LMN) ce]]s present on the airway wa]]s obtained &om ]ungs of
stressed(Sve and Sdz) and nonstressed(Cve and Cdz) rata treated
«;dz and Sdz) or not(Cve and Sve) with diazepam. Resulta are
expressed per unir área(10+ iim2). P ( 0.001 in relatíon to data ofthe
diHerent groups(Kruskal-Wajhs l-way ANOVA).

by stress or diazepam
seems feasible to suppose that these cells are not in-
volved in the changes in OVA-induced airway inílam-
mation observed fere.

We observed that diazepam treatment reduced the
number of LMN cells around the airways in rats sub-
mitted to stress stimulation(Sdz group). Laitinen et al.
(23) reported an increased number of lymphocytes,
mainly CD4' T cells, on the airway waR of mildly

(44). Walker et al.(55) found in

f'.

''''ub.

epam dose. Alternatively, the beliavioral modal used
fere is not appropriate to display these e8êcts of diaz-
epam(33, 47). Indeed, it is common
diazepam eítects are not detected in all animal models
ofanxiety(12).

knowledge that

As expected, OVA sensitization was observed in an-
imais of all groups, and the expeiütnental manipula-

do chance antibody production

asthmatic

bons fere unable
among animais of the diíferent groups, suggesting that
the observed dianges in inâammatory respondes were
not a consequence of diHêrent leveis of OVA-speci6c

humana a dose relaüonships between T ceH activation
and the severity of asthmatic symptoms in humana.

Glucocorticoids have been the mainstay treatment of
moderate and severe persistent asthma(35) and have
been known to inhibit lymphocyte/leukocyte prolifera-

patients

antibodies.
We

tion, migration, and cytotoxicity; in vitro and in vivo
studies Lave suggested that they suppress the secre-
tion of certain cytokines(7, 17, 18, 45). Although glu-
cocorticoids suppress the release ofl)istamine by mast
cells, they also act on lymphocytes, inducing a T helper
2(Tli2) responde. In faca, glucocorticoid hormone acti-
vation wou]d modu]ate Th]/]'1)2 switching and teus
the intensity of the inílammatory responso. l:his hor-
mone algo modiâes the expression, productíon, and

formation in the stressed group(Sve), suggesting that
emotional aspecto could be involved in peribroncllial

üormation. The diazepam treatment reduced
could be

obseived increase oeribronchial edema

edema
peribronchial edema, and tais observation
related to an eHbct ofdiazepam on the immune/inâam-
matory respondes. 'l'his fact is in keeping with our
previous data, which showed that stress/anxiety leveis
fere relevant for the onset, intensity, and mainte-
nance of a lung anaphylactic response(42).

It is common knowledge that high !evels of stress are
positively correlated with serum glucocorticoid hor-
mone leveis; i.e., high leveis ofcorticosterone or cortisol
were found during the course of a stress responde(5, 6,
10). Teus at first sight, the increment in edema indexes
observed fere may seem unreliable. Indeed, glucocor-
ticoids are largely known to cave anti-inílammatory
properties(54). However, the relationships among glu-
cocorticoid hormones, stress, and lgE-mediated inflam-

release
(].5). On the other band, corticosterone has been shows
to act'synergisticaUy with endogenous cytokines(56).
Teus diazepam may directly or indirectly alter the

of adhesion molecules and
productíon,

immunoglobulins

diazepam may directly
production and release ofcytokines, hence aHectiilg the
lung inílammatory responde

Diazepam treatment per se(Cdz) was unable
decrease the number of LMN cells. As described above,
peribroncliia] edema indexes were depressed by diaze-
pam treatment alone(Cdz), which also antagonized
stress-induced changes in airway edema(Sdz). Teus it
seems that the eHêcts of diazepam on edema are not
directly related to thosg induced by tais drug on LMN
cell in61tration. However. caution must be exercised
with tais simplistic interpretation lince diazepam ef-
fects on bota peribronchial edema and impune cela
iníiltration might digêr in termo of time.

Tbe eHects of diazepam on the stress-induced incre-
ment of LMN cells are not simple to explain, but
cytokines seem to play a pivotal role in tais observed
phenomenon(4). Because diazepam per se was unable
to change LMN ceU number, it seems feasible to sug-
gest the occurrence of an antagonism induced by tais

mation are
stimulation was

not se simple, and a long-term aversive
used in the present study. There is

recent experimental evidence showing that chronic
mim unpredictable prenatal stress produces an incre-

showing that

ment in the aUergen-induced airway inílammation in
the rat omspríng (36, 42).

It was now observed that
duced the airway
nonstressed (Cdz)

diazepam treatment re-
bote stressed (Sdz) and

rata; teus the eHects of diazepam
may not be attributed to an eãéct on the CNS. In fact,
diazepam binding to PBR found on impune cells suco

edema in
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,.-'ln\ BDZ on glucocorticoid eítects on the cytokine cascade
and/or on '].h]/]'h2 switching. Indeed, diazepam and/or
glucocorticoids modiíy cytokine expression and release
(60), favoring 'l'hl- or preventing 'l.ti2-like respondes,
and thus modulate the intensily of the impune/inílam-

pivota[ role ã)r ]eukocyte tmfEcking- Bmín Beàau ]]nmznzl ]]:
286-306.1997.
Elenkov IJ17. Elenkov IJ and Chn)usos GP. Shms hormones, Thl/I'h2
patterns, prdanti-inBanimatoly cytokines and susceptibility to
disease. 7}ezzds EzidocHzzoZ ãlelaó 10: 359--368, 1999.

18. Elenkov IJ, Papanícolaou DA, Wilder RAf and Chrousos
GP. Modulatoíy eRêcts ofglucocorticoids and catechojamines on
human inter[eukin-12 and inter]eukin-]O production: c]inica]
implications- Jbuc .Assou .Am Phlslcíans 108: 374--381, 1996.

19.(;old PW. Stress-responsive neuromodulaton. BÜJ l)Wcãülzy
24: 371--.374. 1988.

20. HaczkuA, MoqbeIR,JacobsonM,KayAB,BarnesPJ,and
Chung KF. T-ceU subsets and activation in bronchial mucosa of
sensítized Brown-Norway rata after single allelgen exposure
/}nmanoZ(IDr 85; 591--597, 1995.

21. 11olgate ST. Epidemia of allergy and asthma. AXalum 402: B2--
B4.1999.

22. JohnsonN and Leone F. SlalísfüaJ and.E=peHmenfaJ l»sjgn.
New York: Wiley, 1974, p. 241--244.

23. Laitinen LA, Laitínen A, and ]]aahte]a T. Airãow mucosas

matory responso (57).
In the hght of the present õndings, it is not possible

to skate the elfects of R)ot shock and/or of diazepam on
Thl/1112 responses. Nevertheless, whatever
swer might be, the present íindings clearly show an
efiéct for bota stress and diazepam on lung inílamma-
tory responde, a fact that reinforces the relevance ofthe
studies on CNS-immune system relationships.

Nevertheless, t:his an-
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