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Resumo

Neste estudo ratas da linhagem Wistar foram expostas a0 modelo do estresse agudo
emocional (choques elétricos inescapaveis), e a resposta inflamatoria induzida por antigeno
foi avaliada através da contagem total e diferencial de leucécitos no lavado broncoalveolar
(LBA). Os animais foram sensibilizados através de injegdo subcutinea de 0,15 mL de
ovoalbumina (OVA) contendo 200 pg de OVA e 8 mg AI(OH); preparada em salina.
Animais controles receberam apenas Al(OH);. Metade dos animais foi submetida ao
estresse agudo (uma sessao de 60 choques inescapaveis de 1 mA nas patas), realizado 15
dias, 7 dias ou 1 dia antes do desafio com OV A (14° dia ap6s a sensibilizagio). O protocolo
acima resultou em quatro grupos experimentais (7-8 ratos cada): 1) NE-NS, ndo estressados
€ ndo sensibilizados 2) NE-S, ndo estressados e sensibilizados, 3) E-NS, estressados e nao
sensibilizados e 4) E-S, estressados e sensibilizados. Em todos os casos, a contagem total e
diferencial de leucocitos foi feita no LBA, coletado 48 h apés o desafio com OVA. Em
ratos sensibilizados (NE-S and E-S), o desafio intratraqueal com OVA aumentou
significativamente (p<0,05) o influxo de leucocitos totais e eosinofilos comparado aos ratos
controles (NE-NS and E-NS) nos trés periodos estudados. Entretanto, ndao houve diferengas
significativas no numero de leucocitos totais, neutrofilos, eosinofilos e células
mononucleares entre ratos ndo estressados e estressados. Estes resultados sugerem que o
estresse agudo ndo influencia a infiltragdo de leucocitos para as vias aéreas de ratos

sensibilizados com OVA.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes gerais

Novos campos da Medicina, como a psiconeuroimunologia, tém mudado a visio
sobre muitas doengas. A expressdo “psiconeuroimunologia” indica a funcdo do psiquico,
sua relagdo direta sobre o cérebro e o sistema imune. Explana¢des multifatoriais como
hereditariedade, condigdes ambientais, classe social, estresse, sistema enddcrino, cérebro,
neurochorménios e mecanismos imunologicos sdo as novas areas de pesquisa (MURRAY,
1977).

A conexdo entre sistema nervoso central, sistema enddcrino e sistema imune
permite considera-los um sistema unico integrado mais do que um sistema em separado:
o estresse psicologico e doengas psiquiatricas podem comprometer o funcionamento
normal do sistema imune. Do mesmo modo, sabe-se que mediadores soliveis liberados
pelas células imunes podem afetar o funcionamento saudavel do SNC e produzir
alteragdes no comportamento (CONNOR & LEONARD, 1998), estimular o eixo
hipotalamo-hipofisario-adrenal (HPA) e ativar as respostas ao estresse.

Inimeros estudos tém demonstrado que condigdes de vida estressante, tais como
exames académicos, desemprego, luto ou divorcio, causam prejuizos em varios aspectos
da fung¢lo imune celular, e a severidade das mudangas imunoldgicas observadas em um

individuo guarda relagdo inversa com sua habilidade de arcar com tal evento (DORIAN

26



et al, 1982; IRWIN et al, 1987; LINN, LINN, JENSEN, 1984). Pesquisas indicam que
as pessoas mais resistentes ao estresse sio aquelas que apresentam determinadas atitudes
especificas quanto a vida, tais como: abertura e tolerancia a mudangas, tendéncia de estar
sempre muito envolvido com o que faz e um sentimento de controle sobre 0s
acontecimentos da vida; pessoas com essas caracteristicas tém chances reduzidas em 50%
de vir a sofrer seriamente de estresse (LIPP et al., 1990).

E bem conhecido que estresse e depressdo estdo associados a supressio da
reatividade imune e ao aumento da susceptibilidade as infecgdes e doencas neoplasicas,
sendo o aumento de glicocorticdides considerado o fator causal da IMUnossupressio.
Glicocorticoides representam o maior produto da ativagdo do sistema de resposta ao
estresse, suprimindo respostas imunes e inflamatérias. Entretanto, estudos recentes
sugerem que estresse e desordens do humor podem estar igualmente correlacionados a
sinais de ativagdo imunologica com aumento da secregdo de citocinas - tais como IL-1B
(Interleucina 1-beta), IL-6 (Interleucina-6) e §-IFN (Gama-Interferon) - e hiperatividade
do eixo HPA (SMITH, 1991a, 1991b). E possivel que um defeito no mecanismo feedback
inibitério de corticosterona (CORT) sobre receptores de glicocorticéides no SNC (para
prevenir a liberagdo excessiva de CRH (horménio liberador de corticotrofina) e sobre
receptores de glicocorticoides nas células imunes (para diminuir a secre¢io de citocinas),
deva estar envolvido na etiologia das desordens depressivas. Tem sido relatada alta
incidéncia de desordens depressivas em individuos que sofrem de doencas autoimunes,

tais como, lupus eritematoso sistémico (SAKIC et al., 1994), alergias, artrite reumatoide
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(KATZ & YELIN, 1993), esclerose multipla (MINDEN & SCHIFFER, 1990). como
também tem-se encontrado nas doengas autoimunes, hipersecregio de citocinas.

Estressores psicologicos e fisiologicos produzem alteragdes em fungdo
noradrenérgica, serotonérgica e dopaminérgica em roedores (ANISMAN, ZALCMAN,
ZACHARKO, 1993) levando & diminuicdo do apetite e libido, alteragdes
comportamentais e diminui¢do em alguns tipos de memoéria. CONNOR & LEONARD
(1998) verificaram que a ativagdo imunologica experimental induz a mudancas
comportamentais e neuroquimicas semelhantes as alteragdes provocadas pelo estresse em
animais de laboratorio. A ativagdo do eixo HPA seria a via por onde o estresse e a
secre¢do aumentada de citocinas poderiam atuar sinergicamente.

A psiconeuroimunologia sugere uma forte influéncia das emogdes sobre a
resposta alérgica. Novos antigenos presentes nos alimentos e poluentes atmosféricos
juntamente com o estresse prevalente na sociedade civilizada moderna tém sido
relacionados ao rapido aumento do numero de pacientes alérgicos, representando sério

problema social (TESHIMA et al., 1991).

1.2. O Estresse como agente neuro-imunomodulador

O estresse pode ser definido como um conjunto de alteragdes fisicas e quimicas

desencadeadas pelo cérebro para tomar o individuo apto a enfrentar uma situagio nova,

que exige adaptagdo. A finalidade do estresse consiste em restabelecer a homeostase do
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organismo. O termo estresse psicologico € usado para denotar situagdes que, embora nio
prejudiquem fisicamente o organismo levando a danos teciduais, evoca respostas
comportamentais e fisiologicas caracteristicas do estresse (SELYE, 1936).

A antiga nogdo que o estresse sempre exacerba a progressdo de doencas fisicas
via seus efeitos imunossupressivos mediados por corticosteroides deve ser revisada, uma
vez que, conforme ja relatamos, o estresse nem sempre € imunossupressivo. Estudos
clinicos e experimentais demonstraram alteragdo da atividade de linfécitos e macrofagos
por estressores ambientais ou de laboratorio, de um modo complexo que depende nio
somente das caracteristicas do estressor (como natureza, freqiiéncia e duragio), mas
também do tempo em que o estressor € aplicado em relagdo ao curso da resposta imune
(KELLEY, 1980, SKLAR, BRUTO, ANISMAN, 1981).

Estudos clinicos conduzidos em populagdes de estudantes universitarios e
pacientes deprimidos tém mostrado a relacdo estresse e sistema imune. Periodos de
pressdo académica para estudantes, como exames, sio acompanhados por respostas
linfoproliferativas diminuidas a mitogenos, atividade de células Killer diminuidas, baixa
produgdo de 8-IFN no sangue periférico e reativacao de infecgdes herpéticas (DANTZER
& KELLEY, 1989).

Um estudo longitudinal das fungdes imune em contabilistas (DANTZER &
KELLEY, 1989) revelou um padrio de resposta bimodal, com resposta imunoldgica
aumentada ao tempo do pico de estresse e redugdo da resposta imune durante o periodo

pOs-estresse.
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VENTURA et. al. (1999) verificaram que a migragao de neutrofilos induzida por
lipopolissacarideos (LPS) para a cavidade peritoneal e toracica de ratos submetidos
natagdo forgada era superior a observada para o grupo nio deprimido, sugerindo que a
depressdo induzida pela natagdo forgada estimula a resposta inflamatoria.

A influéncia do estresse sobre a imunidade é mediada nio somente por
glicocorticoides, mas também por catecolaminas, opidides enddgenos e horménios
hipofisarios tais como o horménio do crescimento (KHANSARI, MURGO, FAITH.
1990). Assim, a sensibilidade do sistema imune ao estresse & conseqiiéncia indireta de
influéncias reciprocas que existem entre o sistema imune e o SNC. Alguns estressores
podem aumentar a resisténcia do hospedeiro aos organismos patogénicos (GROSS &
COLMANO, 1969; GROSS, 1972) e aumentar varias respostas imunes (BLECHA,
BARRY, KELLEY, 1982, CROISET et al, 1987, MONJAN & COLLECTOR, 1977). A
complexidade dos efeitos observados sobre a fungdo imune/inflamatoria dificulta a
interpretacdo dos resultados tornando-se necessério, por exemplo, subdividir e detalhar as
pesquisas sobre imunocompeténcia em 6rgios-alvo especificos, como por exemplo, o
trato respiratorio (DANTZER & KELLEY, 1989).

Utilizando-se animais de laboratorio, o estresse experimental propicia um controle
sobre as situagdes aversivas variaveis. Dentre as formas de estresse experimental
podemos citar: imobilizagdo do animal por muito tempo, nata¢do for¢cada (PORSOLT,
LEPICHON, JALFRE,1977), choques elétricos escapaveis e inescapaveis
(LAUDENSLAGER et al, 1983; AMAT et al., 1993) e ruidos de alta intensidade

(LAUDENSLAGER et al., 1983).
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A busca de modelos animais para um melhor entendimento inter-relagdo entre
estresse e sistemas de defesa do organismo, tais como o sistema imune/inflamatério, tem
sido intensa. Estudos com animais de laboratério tém demonstrado que o
condicionamento classico operante produz alteracdes na resposta imunoldgica e na
progressdo de doengas mediadas pelo sistema imune (ADER & COHEN, 1975; 1982;
ADER, COHEN, GROTA, 1979; WAYNER et al , 1978).

Assim, as pesquisas com animais de laboratorio tém contribuido para os
conhecimentos mais atuais sobre a interacdo estresse-resposta imune/inflamatoria,

demonstrando ser o estresse um agente neuro-imuno-modulador.

1.3. A Asma Alérgica e A Reacio Imune

A asma bronquica € a mais comum das doengas bronquicas pulmonares e atinge
pacientes de todas as idades. Nas ultimas décadas, aumentos dramaticos na sua
prevaléncia tém sido reportados por todo o0 mundo. No Brasil, atinge 10% da populacio, é
a quinta causa de internagdo pelo SUS, ocupando também a quinta colocag@o em relagdo
aos gastos por doenga. Um estudo de sua prevaléncia em cidades brasileiras revelou que
as taxas mais altas eram associadas com maiores densidades populacionais, maior
urbaniza¢do e industrializagdo, apoiando a associag@o entre asma e fatores ambientais

(CAMARGOS, CASTRO, FELDMAN, 1999).



A asma caracteriza-se por hiperreatividade e processo inflamatério crénico da
arvore brénquica, levando a obstrugdo das vias aereas, reversivel espontaneamente ou
apos tratamento. Ha também edema de mucosa bronquica, alteragdo do movimento ciliar,
descamacido epitelial, grande quantidade de muco viscoso (NASPITZ & SOLE, 1997) e
de células inflamatérias, sobretudo eosinéfilos.

Tipicamente a asma ocorre em ataques espagados intercalados com periodos
ausentes de sintomas, mas pode ocorrer também numa base continua (WEINSTEIN,
1987a). Os principais sintomas de asma sio dispnéia, tosse e sibildncia, os quais variam
de leves, sendo quase imperceptiveis, até graves e irreversiveis (estado de mal asmatico)
(FERNANDES & CAETANO, 1997).

Embora a tendéncia para o desenvolvimento da asma tenha base geneética, a causa
exata desta doenga permanece desconhecida Entretanto, inumeros fatores podem
desencadear as crises de asma: alérgenos (hipersensibilidade do tipo I), infec¢des virais,
exercicio, inalantes, desgaste emocional, irritantes (poluigdo atmosférica), medicamentos
(inibidores da prostaglandina sintetase), estimulos colinérgicos e mudangas bruscas de
temperatura. O grau de hiperreatividade bronquial correlaciona-se com a sintomatologia
(WEINSTEIN, 1987b).

A exposi¢do experimental ou natural aos antigenos resulta na liberacdo de fatores
quimiotaxicos, que constituem o passo inicial dentro de uma sequéncia de eventos
resultando na presenca de eosinéfilos para as vias aéreas. Incluem-se dentre estes eventos
a atragd@o e migragdo de eosindfilos, sua adesdo endotelial e epitelial, e ativagdo, sintese e

liberagdo de substdncias pro-inflamatorias promovendo a obstrugdo, injuria e
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hiperreatividade bronquial (BUSSE & SEDGWICK, 1992). Dentre as substincias pro—
inflamatérias incluem-se granulos protéicos pré-formados, metabolitos toxicos derivados
do oxigénio, metabélitos do acido araquiddnico, fator de ativagdo plaquetario (PAF) e
citocinas (KROEGEL et al., 1994).

O numero de eosinéfilos presentes em estudos de biopsia bronquial de individuos
asmaticos guarda relagdo com a severidade da doenca (AZZAWI et al, 1990;
BOUSQUET et al., 1990; BRADLEY et al, 1991; BENTLEY et al, 1992) ou prejuizo
epitelial (ROCHE et al., 1989), de modo a permitir especulagdes por parte dos
investigadores de que estes elementos tém um papel central na patogénese da asma.

Em pacientes com asma alérgica, a inalacio do antigeno provoca um quadro
imediato de obstrugdo das vias aéreas (podendo surgir dentro de alguns poucos minutos
ou até oito horas apds a exposi¢io ao alérgeno). Esta resposta é denominada reacio
asmatica imediata, e constitui exemplo classico da Reagdo de Hipersensibilidade do Tipo
I, da “Classificagio de Gell ¢ Coombs”. Ocorre em individuos geneticamente
predispostos, € mediada por Imunoglobulina E (IgE) e caracterizada por contragio dos
musculos bronquiais. Individuos atopicos desenvolvem anticorpos especificos aos
antigenos inalados, da classe IgE, que se fixam paulatinamente & superficie dos
mastocitos e basofilos, aumentando o nivel de resposta antigénica, ou seja, criando um
estado de sensibilidade crescente. Apds novas exposi¢des ao alérgeno, o antigeno liga-se
ao IgE do mastocito e/ou basofilo, promovendo a desgranulagdo dos mesmos com
liberagdo de histamina e outros mediadores inflamatorios, gerando edema de mucosa

(pela vasodilatagdo), aumento das secrecOes (pela estimulagdo das glandulas mucoides) e



broncoespasmo (SOCIEDADE PRO ALERGICO EM ESTUDOS, PESQUISAS E
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO, 1996).

Em muitos pacientes (30-70%) um segundo episédio de obstrugdo das vias aéreas
pode desenvolver-se apos quatro (ou oito) horas do desafio antigénico. Esta resposta ¢
conhecida por reagio asmatica tardia, tem duragdo mais longa, sendo caracterizada,
sobretudo, por inflamagio bronquial. Embora muitas células participem da resposta
inflamatéria, eosinéfilos sio os elementos celulares predominantes e provavelmente
apresentam grande importancia (BUSSE & SEDGWICK, 1992).

A asma pode ser considerada como uma desordem em que elementos
imunolégicos e neuronais estio integrados: a estimulagio imunolégica deve levar a um
aumento na excitabilidade dos nervos aéreos; por outro lado, a estimulagdo desses, além
de conduzir ao broncoespasmo, conduz a mudangas imunologicas e inflamatdrias nas vias
aéreas (BOCHNER, UNDEM, LICHTENSTEIN, 1994). Em virtude de possuirem
receptores para mediadores inflamatdrios, fibras aferentes primarias devem também
SeTvir para integrar o sistema nervoso e imune nas vias a€reas por responder a provocagdo
imunolégica (COLERIDGE & COLERIDGE, 1984; UNDEM & WEIREINCH, 1993;
UNDEM, HUBBARD, WEIREINCH, 1993).

Estudos experimentais sugerem que o estresse emocional agudo pode contribuir
para o surgimento ou agravamento da asma alérgica. A alteracdo comportamental de
macrofagos alveolares de ratos submetidos a situagdo de estresse agudo laboratorial foi
demonstrada (PERSOONS et al | 1993a) através do aumento marcante in vitro, apos a

estimulagdo com LPS, na produgdo de IL-1B e fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) e
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forte diminui¢do na producdo de dxido nitrico (NO) por estas células. Isto sugere que esta
alteragdo comportamental induzida pelo estresse emocional contribui para a asma, uma
vez que macrofagos alveolares desempenham importante papel na resposta imune dos
pulmbes. BROUG-HOLUB et al. (1998) demonstraram que o bloqueio i# vivo do sistema
nervoso simpatico por meio de injecdo intraperitoneal do antagonista de receptores beta-
adrenérgicos leva ao bloqueio da alteragdo no comportamento dos macrofagos induzida
pelo estresse em ratos expostos a choques elétricos inescapaveis;, porém o bloqueio dos
receptores alfa-adrenérgicos pela inje¢io de fentolamina ou do sistema nervoso
parasssimpatico por metil-atropina ndo causou efeito semelhante. Postulou-se também
que a modulag@o beta-adrenérgica da atividade dos macrofagos alveolares ndo deve-se
provavelmente ao efeito direto das catecolaminas sobre estas células. PERSOONS et al
(1997) demonstraram os efeitos de diferentes tipos de estressores e da intensidade destes
sobre a reatividade imune nos pulmdes: 0 aumento da produgdo de IL-1B e a diminuig¢do
de NO por macréfagos colhidos LBA de ratos imediatamente ap6s a sessio de estresse e
estimulados iz vifro com LPS foi diretamente proporcional a intensidade de choques
elétricos a que eram expostos os animais, sendo a atividade secretéria similarmente
afetada através da imobilizagio do animal (confinamento). Estes efeitos foram
normalizados 03 dias apds a indugdo pelo estresse e reapareceram quando as células
foram isoladas 1-2 semanas ap0s exposi¢do ao estressor. A producdo de anticorpos anti-
TNP, 10 dias apés a sessdio de estresse e subsequente imunizagdo pulmonar foi
dependente da intensidade do estimulo estressor, porém o aumento dos niveis de ACTH e

CORT néo apresentou correlagdo com a intensidade do estresse, sugerindo que o efeito
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deste sobre a fungdo imune pulmonar deve-se ao envolvimento direto do sistema nervoso
auténomo, e nio de ACTH ou CORT.

O trato respiratério contém varias barreiras de exclusio aos antigenos do ar,
permitindo que respostas imunes locais sejam suprimidas sob condigdes normais,
resultando em baixos titulos de anticorpos apés imunizago intratraqueal de roedores.
Ratos sensibilizados e submetidos a condigdo de estresse agudo apresentaram aumento
significativo na produgdo, pelos nodulos linfaticos paratraqueais, de anticorpos IgE
antigeno-especificos (PERSOONS et al., 1995b). Isto indica que o estresse emocional
contribui para o ataque ou severidade da asma alérgica, por onde o estresse reduziria o
limiar de indugdo na produgdo de anticorpos nos pulmdes. O mmpacto do estresse
emocional sobre a fungdo imunologica e asma em jovens académicos foi estudado em
estudantes saudaveis e estudantes asmaticos, e verificou-se que a resposta imune foi
afetada pelo estresse igualmente nos dois grupos, mas a fun¢do pulmonar ndo foi
prejudicada nos individuos asmaticos controlados (KANG, COE, MCCARTHY, 1996).

STOTT (1973) demonstrou a influéncia do estresse pré-natal sobre o
desenvolvimento intrauterino e fungdo pulmonar dos descendentes. Criangas, filhas de
maes que durante a gestagdo, foram submetidas ao estresse por problemas familiares,
mostraram uma correlagdo com a incidéncia de varios problemas respiratorios, retardo no
crescimento e desenvolvimento, dificuldades de degluti¢do e defeitos de linguagem.

Em nossos laboratorios, NOGUEIRA et al. (1999) forneceram a primeira
evidéncia experimental de que o estresse pré-natal brando cronico imprevisivel exacerba

a resposta inflamatoria induzida por antigeno na prole de ratas submetidas aos eventos
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estressantes durante a gravidez. O estresse cronico pré-natal consistiu de mudangas
transitorias e variaveis nas condigdes de vida das ratas gravidas; e sua influéncia foi
avaliada através da contagem total e diferencial de leucécitos colhidos no LBA da prole
em idade adulta apos sensibilizagdo (dia 0) e desafio intratraqueal (dia 14) com
ovoalbumina. Descendentes de maes estressadas no periodo pré-natal apresentaram um
aumento significativo na infiltragdo de leucocitos totais associado com um grande
recrutamento de eosinofilos para as vias aéreas, demonstrando que o estresse cronico pre-
natal pode afetar a fungdo pulmonar de seus descendentes tornando-os mais susceptiveis
a doengas alérgicas. Este estudo suscitou o desenvolvimento deste trabalho que avalia o
efeito direto do estresse agudo sobre a resposta alérgica em ratos adultos, quando

submetidos a um modelo experimental de asma.

1.4. Objetivo

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia do estresse emocional agudo sobre
a resposta inflamatoria induzida por antigeno em ratos expostos a um modelo
experimental de asma alérgica.

A influencia do estresse agudo sobre o curso da sensibilizagdo também foi avaliada
atraveés da contagem total e diferencial de leucocitos no lavado broncoalveolar dos ratos

submetidos ao estresse 1, 7 e 15 dias antes do desafio antigénico.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar (Razus novergicus) adultas de trés a cinco meses de
idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

Os animais foram inicialmente agrupados em gaiolas de polipropileno e tampa de
metal, no Biotério do Laboratério de Psicofarmacologia do Departamento de
Farmacologia da FCM - UNICAMP, onde se serviam “ad libitum” de agua e racdo. O
ciclo de luz era automaticamente controlado (das 6:00h as 18:00h) e a temperatura da sala
regulada para 26 + 2°C. Os animais foram posteriormente colocados em gaiolas

individuais trés dias antes do experimento, onde permaneceram até o término do estudo.

2.2. Procedimento Experimental

O procedimento experimental est4 de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
(COBEA), tendo recebido aprovacdo pela Comissdo de Etica na Experimenta¢io Animal

do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-IB-UNICAMP).

38



2.2.1. Caixa de choques inescapaveis

Os choques inescapaveis (1,0 mA) foram ministrados na caixa de choques de
25x19,5x19,5 cm, tendo a parede frontal de acrilico transparente e as restantes de
aluminio, com tampa no teto. O piso é composto de barras de latdo de 0,3cm de didmetro,
distando 1,2cm entre si, através das quais os choques elétricos foram ministrados (choque
“scrambler”), por meio do gerador de choques de 1 via, marca ALBARSCH.

Utilizou-se do programa controlador de choques descrito por HERMINI et al
(1994) para a execugdo automatica dos choques. O programa est4 gravado em disquete e
¢ acessado através do microcomputador XT 2002 da Microtec, que por sua vez esta
acoplado ao gerador de choques (ALBARSCH). O programa foi baseado na laténcia
média de 199 animais sem nenhum tratamento que tinham a possibilidade de fuga na
caixa de alternagdo. A duragdo dos choques €, portanto, variavel de 0,58 para 18,18

segundos e o intervalo entre os choques, randémico, variando entre 5 e 25 segundos.

2.2.2. Estresse Agudo Experimental

O estresse agudo experimental foi aplicado a 15 dias, 7 dias ou 1 dia antes do

desafio com OVA. Considerou-se o dia da sensibiliza¢do como o dia 1 do procedimento

experimental. Desta forma, o estresse foi aplicado nos dias 0, 7 e 13; o desafio ocorreu no

dia 14,
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Para o protocolo do estresse, os animais foram confinados na caixa de choques e
separados em dois grupos:

Estressados (E): Um rato por sess3o foi colocado na caixa de choques. Apos um
minuto de adaptagdo, os animais foram expostos a 60 choques de 1,0mA, sempre no
compartimento da caixa em que se encontrava o animal. O tempo de duragdo da sessdo
foi de 25 minutos e os animais viam-se impossibilitados de escapar destes choques (grupo
inescapavel);

Nao estressados (NE): animais que permaneceram apenas confinados na caixa de

choques.

2.2.3- Modelo de Asma Alérgica

2.2.3.1. Sensibilizacio com OVA

No dia da sensibiliza¢do (dia 1), metade dos animais foi sensibilizada através de
injegdo subcutdnea dorsal (0,15 ml) de uma solu¢do contendo 200 pg de OVA (grau OI —
Sigma), adsorvida em 8 mg de Al(OH); e preparada em solugdo fisiologica. A outra
metade dos animais recebeu, por via subcutdnea, apenas inje¢do de 8 mg de AI(OH);,
usados como controle. O protocolo acima resultou em quatro grupos experimentais (7-8

ratos cada): 1) NE-NS, néo estressados e ndo sensibilizados, 2) NE-S, ndo estressados e



sensibilizados, 3)E-NS, estressados e ndo sensibilizados, 4) E-S, estressados e

sensibilizados.

2.2.3.2. Desafio Antigénico e coleta do LBA

No 14°dia, todos os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (300
mg/Kg, 1.p.) e a traquéia foi exposta através de incisdo no pescogo de aproximadamente
0,5 cm de comprimento. Com ajuda de uma agulha medindo 26,5 gauge, foi injetado
intratraquealmente 0,4 ml de OVA a 2,5 mg/ml, preparada em solugdo fisiologica.
Imediatamente apds este procedimento, os animais tiveram as incisdes suturadas e foram
recuperados da anestesia.

O sacrificio para realizagdo do LBA deu-se em 48 horas apos o procedimento
anterior. Os animais foram novamente anestesiados com hidrato de cloral (300 mg/Kg,
1.p.) e exsanguinados pela transec¢io da aorta abdominal A regido do pescogo foi
reaberta e a traquéia canulada com auxilio de um tubo de polietileno de Imm de didmetro
conectado a uma seringa. O LBA foi recolhido com 25 ml de tampdo PBS heparinizado
(20U/ml) enriquecido com 0,03% de albumina bovina, instilado através da cinula
traqueal e cuidadosamente aspirado em 4 aliquotas (a primeira aliquota com volume
delOml e as demais medindo 5ml). O LBA foi centrifugado a 2000 r.p.m., por 10 minutos
a 20°C em centrifuga Hermle (modelo Z 360 K, Alemanha) e o residuo celular suspenso
em 2 mL de PBS. A contagem do numero total de leucdcitos foi feita na cimara de

Newbauer, diluindo-se (1:20) o lavado em solugio de Turk, enquanto que a analise
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diferencial foi determinada em esfregagos preparados em citocentrifuga (REVAN -
Instrumentos Cientificos, Brasil) e corados com May-Griinwald-Giemsa. Um minimo de
300 células foi contado em microscopio éptico (lente de imersdo) e classificado como
neutrofilos, eosindfilos e células mononucleares, diferenciados segundo critérios
morfologicos. Os resultados das contagens total e diferencial dos leucdcitos sio eXpressos

como namero de células x 10° por lavado broncoalveolar.

2.3. Analise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (EP.M).

Diferencas estatisticamente significantes foram determinadas utilizando analise de

variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey-Kramer para comparagbes multiplas.

Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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3. RESULTADOS

3.1. Infiltrado celular no LBA para o estresse aplicado no dia ZERO

Os animais sensibilizados - NE-S e E-S - apresentaram aumento significativo no
influxo de leucocitos totais (10,1 + 1,6 x 10° células/LBA € 9,9 + 1,6 x 10° células/LBA.
respectivamente) no LBA colhido em 48 horas apos o desafio com OVA em relagdo aos
animais ndo sensibilizados - NE-NS e E-NS (3,2 + 0,6 x 10° células/LBA e 4,1 + 0.5 x
10° células/LBA, respectivamente). O aumento de leucdcitos totais foi acompanhado do
aumento de neutrofilos, eosinofilos e células mononucleares (tabela 1 e figura 1). O
aumento do influxo de eosindfilos para os grupos sensibilizados - NE-S e E-S - (3,3+07
x 10° células/LBA e 3,6 + 12 x 10° células/LBA) foi significativo (p<0,01),
comprovando a eficiéncia do método de sensibilizagio.

O estresse aplicado no dia 0 ndo influenciou a infiltracio celular para as vias aéreas
de ratos sensibilizados com OVA: os animais E-S nio apresentaram significantes
diferengas no perfil do infiltrado celular (constituido de 9,9 + 1,6 x 10° leucocitos/LBA, e
representado por 12,1% de neutréfilos, 36,4% de eosindfilos e 51,5% de mononucleares),
quando comparado aos animais NE-S (que apresentaram o infiltrado celular constituido
de 10,1 + 1,6 x 10° leucécitos/LBA e representado por 13,9% de neutréfilos, 34,6% de
eosinofilos e 51,5% de mononucleares), no LBA colhido em 48 horas apos o desafio com

OVA (tabela 1 e figura 1- graficos A, B, C e D). Estes resultados mostram claramente
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que o estresse agudo ndo influenciou a infiltragdo celular para as vias aéreas de ratos

sensibilizados com OVA.



Lavado Broncoalveolar — 48 h apés o desafio com OVA
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Figura 1. Leucocitos totais (A), neutrofilos (B), eosinofilos (C), mononucleares
(D) no LBA dos quatro grupos experimentais (7-8 ratos cada) submetidos ao estresse
agudo 15 dias (dia 0) antes do desafio com OVA. As colunas brancas, cinza claro, cinza
escuro € preta representam respectivamente: grupo nao estressado e nio sensibilizado
(NE-NS), grupo ndo estressado e sensibilizado (NE-S), grupo estressado e ndo
sensibilizado (E-NS), grupo estressado e sensibilizado (E-S). Os resultados representam a
media da contagem de células * erro padrao da média (E.P.M). Analise Estatistica dos

dados (ANOVA e Tukey-Kramer) n3o revelou nenhuma diferenga entre os grupos NE-
NS x E-NS e NE-S x E-S.
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Tabela 1: contagem dos leucocitos totais (LT), neutréfilos (NEU), eosinéfilos

(EOS) e mononucleares (MON) no LBA dos quatro grupos experimentais submetidos ao

estresse agudo 15 dias antes do desafio com OVA

LT NEU EOS MON

NE-NS | 3,2+ 0,6 (8) 0,5+ 0,4 (8) 0,0 + 0,0 (3) 2,7+0,3 (8)
NE-S [10,1+1,6(8)**  1,4+0,5(8) 3,5+0,7(8)**  52+08(8)*

E-NS | 41+0,5(7) 0,1+0,01 (7) 0,0+ 0,0 (7) 4,0+0,5(7)

E-S |99+1,6(8)* 1,2+0,3 (8) 36+12(8)**  51+0,5(8)

NE-NS = ndo estressado e ndo sensibilizado, NE-S = grupo nio estressado e
sensibilizado, E-NS = grupo estressado e ndo sensibilizado: E-S = grupo estressado e
sensibilizado.

Os resultados representam a média da contagem de células x 10LBA + EP.M. O
numero de animais por grupo esta colocado em parénteses.

*p<0,05 e **p<0,01 quando comparado ao grupo correspondente nio sensibilizado

(ANOVA e Tukey-Kramer )
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3.2. Infiltrado celular no LBA para o estresse aplicado no dia SETE

Também neste caso, a eficiéncia da Sensibilizacio foi comprovada: O LBA dos ratos
sensibilizados - NE-S e E-S - colhido em 48 horas apés o desafio com OVA apresentou
aumento significativo no influxo de leucdcitos totais (7.5 £ 2,8 x 10° células/LBA e 6,5+
0,6 x 10° células/LBA, respectivamente), quando comparado aos animais ndo
sensibilizados- NE-NS e E-NS (0,5 + 0,1 x 10° células/LBA e 03 + 0.1 x 10°
células/LBA, respectivamente), sendo acompanhado do aumento em neutrofilos,
eosinofilos € mononucleares (tabela 2 e figura 2). O aumento do influxo de eosinofilos
para 0s grupos sensibilizados - NE-S e E-S - (4,0 + 2,6 x 10° células/LBA e 1,8 + 0.4 x
10° células/LBA) foi significativo (p<0,05).

Animais E-S no Dia 7 ndo apresentaram diferencas significativas no perfil do
infiltrado celular (constituido de 6.5 + 0,6 x 10° leucécitos/LBA e representado por 3,1%
de neutroéfilos, 27,7% de eosinéfilos e 69,2% de mononucleares), quando comparado aos
animais NE-S (que apresentaram o infiltrado celular constituido de 75 £ 28 % 10°
leucocitos/LBA, e representado por 4,0% de neutréfilos, 53,3% de eosinéfilos e 42.7% de
mononucleares), no LBA colhido em 48 horas apés o desafio com OVA (tabela 1 e figura
1- graficos A, B, C e D). Portanto, o estresse agudo nio influenciou a infiltragdo celular

para as vias aéreas de ratos sensibilizados com OVA.
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Lavado Broncoalveolar — 48 h apés o desafio com OVA
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Figura 2: Leucocitos totais (A), neutréfilos (B), eosinéfilos (C), mononucleares
(D) no LBA dos quatro grupos experimentais (7-8 ratos cada) submetidos ao estresse
agudo 7 dias (dia 7) antes do desafio com OVA. As colunas brancas, cinza claro, cinza
€scuro e preta representam respectivamente: grupo ndo estressado e ndo sensibilizado
(NE-NS), grupo ndo estressado e sensibilizado (NE-S), grupo estressado e ndo
sensibilizado (E-NS), grupo estressado e sensibilizado (E-S). Os resultados representam a
media da contagem de células + erro padrao da média (E.P.M). Analise Estatistica dos
dados (ANOVA e Tukey-Kramer) ndo revelou nenhuma diferenga entre os grupos NE-
NS x E-NS e NE-S x E-S.
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Tabela 2: contagem dos leucocitos totais (LT), neutrofilos (NEU), eosinéfilos
(EOS) e mononucleares (MON) no LBA dos quatro grupos experimentais submetidos ao

estresse agudo 07 dias antes do desafio com OVA

LT NEU EOS MON
NE-NS 0.5 +0,1 (7) 0,03 +0,01(7) 0,0 0,0 (7) 0,5+0,1(7)
NE-S |7,5+2,8(8) * 0,3+0,1(8) 4,0£2,6 (8)*  3,2+0,5(8) ***
E-NS 0,3 +0,1 (8) 0,01£0,003(8) 0,01£0,01(8) 0,3+0,1(8)
E-S [65+0,6(7)* 0,2+0,1(7) 1,8£04(7)*  45+05(7) ***

NE-NS = ndo estressado e ndo sensibilizado; NE-S§ = grupo nao estressado e
sensibilizado; E-NS = grupo estressado e ndo sensibilizado: E-S = grupo estressado e
sensibilizado.

Os resultados representam a media da contagem de células x 105LBA + EPM. O
numero de animais por grupo esta colocado em parénteses.

*p<0,05 e ***p<0,001 quando comparado ao grupo correspondente ndo sensibilizado

(ANOVA e Tukey-Kramer )
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3.3. Infiltrado celular no LBA para o estresse aplicado no Dia Treze

Ratos sensibilizados - NE-S e E-S - apresentaram aumento significativo no influxo
de leucocitos totais no LBA colhido em 48 horas apos o desafio antigénico (11,0 + 2,2 x
10° células/LBA e 16,3 + 3.8 x 10° células/LBA, respectivamente), quando comparado
a0s animais nao sensibilizados - NE-NS e E-NS (2,8 + 0,2 x 10° células/LBA ¢ 3.2 + 0,6
x 10° c€lulas/LBA, respectivamente), representado pelo aumento em neutrofilos,
eosindfilos € mononucleares (tabela 3 e figura 3). O aumento do influxo de eosinéfilos
para os grupos sensibilizados - NE-S e E-S - (4,4 + 1,6 x 10° células/LBA e 46 +1,6x
10° células/LBA) foi significativo (p<0,05), comprovando a eficiéncia do método de
sensibilizagdo.

O estresse aplicado no dia 13 também ndo influenciou a infiltragdo celular para as
vias aéreas de ratos sensibilizados com OVA: animais E-S nio apresentaram diferengas
significativas no perfil do infilirado celular (constituido de 163 + 3.8 x 10°
leucocitos/LBA e representado por 1,9% de neutrofilos, 28,2% de eosinéfilos e 69,9% de
mononucleares), quando comparado aos animais NE-S (que apresentaram o infiltrado
celular constituido de 11,0 + 22 x 10° leucécitos/LBA e representado por 1,8% de
neutrofilos, 40% de eosinofilos e 58,2% de mononucleares), no LBA colhido em 48 horas

apos o desafio com OVA (tabela 1 e figura 1- graficos A,B,Ce D).



Lavado Broncoalveolar — 48 h apos o desafio com OVA
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Figura 3: Leucocitos totais (A), neutrofilos (B), eosinofilos (C), mononucleares (D) no
LBA dos quatro grupos experimentais (7-8 ratos cada) submetidos ao estresse agudo 1
dia (dia 13) antes do desafio com OVA. As colunas brancas, cinza claro, cinza escuro e
preta representam respectivamente: grupo ndo estressado e nio sensibilizado (NE-NS),
grupo ndo estressado e sensibilizado (NE-S), grupo estressado e nao sensibilizado (E-
NS), grupo estressado e sensibilizado (E-S). Os resultados representam a média da
contagem de c€lulas * erro padrio da média (E.P.M). Anilise Estatistica dos dados

(ANOVA e Tukey-Kramer) n3o revelou nenhuma diferenca entre os grupos NE-NS x E-
NS e NE-S x E-S.



Tabela 3: contagem dos leucdcitos totais (LT), neutrofilos (NEU), eosinofilos
(EOS) e mononucleares (MON) no LBA dos quatro grupos experimentais submetidos ao

estresse agudo 01 dia antes do desafio com OVA

LT NEU EOS MON

NE-NS | 2.8+ 0.2 (8) 0,01+0,01(8) 0,01£0,003(8) 28+02(8)

NE-S [11,0£22 (7)* 0,2+0,2(7) 44+16(N*  64+16(7)

E-NS | 3,2+0,6(8) 0,02+0,01(8) 0,0+0,0(8) 3,1+0,6(8)
E-S |163+38(8)* 0,3+0,1(8) 46+16(8)*  11,4+26(8)**

NE-NS = ndo estressado e ndo sensibilizado, NE-S = grupo ndo estressado e
sensibilizado; E-NS = grupo estressado e ndo sensibilizado: E-S = grupo estressado e
sensibilizado.

Os resultados representam a média da contagem de células x 10LBA + EPM. O
numero de animais por grupo esta colocado em parénteses.

*p<0,05 e **p<0,01 quando comparado ao grupo correspondente ndo sensibilizado

(ANOVA e Tukey-Kramer )
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4. DISCUSSAO

A nogdo empirica de que o estresse agudo emocional pode contribuir para o
agravamento da asma alérgica tem sido investigada nos ultimos anos. Os efeitos
imunossupressivos/antiinflamatorios do estresse sdo conhecidos ha mais de seis décadas:
entretanto, atualmente tem-se tornado evidente que o estresse ndo suprime simplesmente
todos os aspectos da imunidade, mas resulta em amplas mudangas na imunocompeténcia
aguda e cronica e mesmo na hiperreatividade de em certos componentes da reagdo
imune/inflamatéria. Deste modo, ¢ questionado se o estresse agudo poderia influenciar
individuos asmaticos, através de suas ac¢des sobre os sistemas imune e/ou
neuroendocrino, de modo a contribuir para a severidade ou ataque de asma. Os
mecanismos pelos quais o estresse age influenciando estes sistemas, ativando-os ou
inibindo-os, ndo estdo ainda completamente elucidados.

Estudos clinicos e experimentais tém indicado que o estresse influencia
diferentemente os tecidos e células do organismo. Também, as respostas em orgaos-alvo
sdo dependentes das caracteristicas do estressor (tais como, natureza, freqiiéncia,
duragdo) e do tempo em que o elemento estressante € aplicado em relagdo ao curso da
resposta imune (KELLEY, 1980; SKLAR et al., 1981), bem como da sensibilidade de
cada organismo (DORIAN et al., 1982; IRWIN et al,, 1987; LINN, LINN, JENSEN,
1984; LIPP et al, 1990). Nos poderiamos deste modo pressupor que o estresse poderia

influenciar a resposta imune/inflamatoria igualmente tanto em asmaticos quanto em



voluntarios saudaveis; enquanto que outros parimetros sofreriam interferéncia especifica
do estresse (sendo mais desregulados em asmaticos); e outros ainda nio seriam afetados
ou afetados em curto prazo e no decorrer de alguns dias retornado a seu curso normal.
Isto estd baseado em resultados mistos encontrados em diversos trabalhos que tratam da
relagdo estresse e asma alérgica, onde o estresse parece ativar ou Suprimir certos
elementos imunes, sem afetar a fungdo pulmonar (KANG et al., 1996).

Este trabalho procurou investigar o efeito do estresse agudo imprevisivel e
inescapavel (por meio de choques elétricos) sobre a infiltragdo de leucocitos nas vias
aéreas, em um modelo experimental de asma alérgica. Os resultados mostraram que a
sensibilizagdo com OVA aumentou significativamente o influxo de leucécitos totais e
eosinofilos comparado aos ratos n3o sensibilizados em todos os tempos avaliados. No
entanto, a contagem total e diferencial de globulos brancos colhidos no LBA de ratos
estressados e ndo estressados foram similares em quaisquer dos tempos estudados.
Concluimos que o estresse agudo emocional nio afeta a resposta inflamatéria do
infiltrado celular, ndo contribuindo, deste modo, para o agravamento da inflamagio
pulmonar responsavel pelos sinais e sintomas do quadro asmatico.

A inflamagéo eosinofilica é caracteristica patognoménica da asma alérgica, e o
numero de eosindfilos ¢ geralmente diretamente proporcional a severidade da asma.
Eosinofilos sintetizam e liberam substincias pro-inflamatoras, incluindo granulos
protéicos pre-formados, radicais toxicos de oxigénio, metabélitos do acido araquidénico,
fator de ativagdo plaquetaria e citocinas (BUSSE et al., 1992; KROEGEL et al., 1994).

Sendo a Interleucina-5 uma das principais citocinas envolvidas no recrutamento de



eosinofilos na reagdo inflamatoria alérgica, poderiamos sugerir que o estresse agudo ndo
influenciou o nivel de IL-5. Também parece provavel que o estresse n3o tenha
influenciado mecanismos de recrutamento celulares comuns, ja que o perfil leucocitario
dos animais sensibilizados submetidos aos choques elétricos inescapaveis foi similar ao
dos animais sensibilizados e ndo estressados. Isto nao exclui a possibilidade de que o
estresse agudo ndo deva influenciar outros mecanismos imunoldgicos.

Varios estudos (PERSOONS et al., 1995a; PERSOONS et al., 1997, BROUG-
HOLUB et al., 1998) demonstraram que a exposig@o ao estresse agudo pode contribuir
para a patogénese da asma, através de seus efeitos sobre o comportamento dos
macrofagos alveolares, embora ndo tenha afetado o numero ou viabilidade destas células.
Macrofagos alveolares de animais estressados, colhidos imediatamente apos a sessdo de
choques e estimulados in vitro com LPS, apresentaram mudangas na atividade funcional,
com secre¢do aumentada de IL-13 e TNF-a e diminui¢do na secre¢io de NO, com
nenhuma alteragdao na secrecdo de IL-6. Como os macrofagos (LEE et al., 1991; KAY,
1991), IL-1B (PUJOL et al., 1990, BORISH et al., 1992) e TNF-a (GOSSET et al., 1991,
CEMBRZYNSKA-NOWAK et al., 1993) tém ido implicados na patogénese da asma, a
alteragdo comportamental sobre macrofagos alveolares poderia sugerir o papel prejudicial
do estresse emocional sobre a asma alérgica. IL-1 tem importante papel na ativagdo do
eixo HPA e na indu¢do da resposta imune (BESEDOVSKY et al, 1986) e seu aumento
pelo estresse deve aumentar as respostas imunes pulmonares aos antigenos. O NO tem
sido implicado como um dos elementos responsaveis pelas agdes supressivas dos

macrofagos sobre a proliferacao de células T pulmonares (STRICKLAND et al.., 1993); o



NO também afeta a broncodilatagdo por sua influéncia sobre as células do musculo liso
(ELLIS & UNDEM, 1992), portanto niveis diminuidos de NO contribuiriam para a
broncoconstrigdo dos asmaticos. A acdo antimicrobiana do NO (JORENS, VERMEIRE,
HERMAN, 1993) também tem sido demonstrada; a diminui¢do observada na formagao
de NO apos exposicdo ao estresse deveria interferir com a eliminagdo de
microorganismos patogénicos e contribuir para a ocorréncia de infecgdes pulmonares
recorrentes observados nos asmaticos (PERSOONS et al., 1995a).

PERSOONS et al. (1997) demonstraram que a atividade secretéria de macrofagos
alveolares estimulados in vitro com LPS é intensidade dependente do evento estressor- a
exposi¢ao por 20 min, a choques elétricos randomicos inescapaveis na intensidade de
0,8mA nas patas de ratos alteraram mais efetivamente os niveis de IL-1 B e NO (aumento
e diminuigdo, respectivamente) do que choques com intensidade de 0,5 mA e 0,25 mA A
imobilizagdo do animal também produziu alteragio similar na producéo de citocinas (com
aumento de IL-1B e diminuicdo de NO) em relagio aos animais controles nio
estressados. A alteragdo comportamental sobre macrofagos alveolares também foi
dependente do curso do tempo, normalizando-se em 03 dias apods o estresse e
reaparecendo apos 1-2 semanas. CORT e ACTH elevaram-se imediatamente apos a
sessdo de choques, porém este aumento ndo foi observado nos demais dias testados,
permanecendo similares aos valores mensurados nos animais controles. Niveis de ACTH
e CORT aumentados em ratos apds a sessdo de choques também ndo foram dependentes

da intensidade do estresse, sugerindo que a alteragio comportamental vista nos




macrofagos alveolares ndo foi mediada pelo eixo HPA, mas sim pela a¢io direta do SNA
(via inervagdo simpatica) ou outros horménios relacionados ao estresse.
BROUG-HOLUB et al. (1998) demonstraram que as alteragdes sobre macrofagos
alveolares foram mediadas através da via simpatica aferente beta - adrenérgica, uma vez
que o bloqueio da via parassimpatica ou da via simpatica alfa-adrenérgica ndo
conduziram a anulagdo dos efeitos vistos em macréfagos alveolares. A intensidade de
receptores beta-adrenérgicos € elevada nos pulmdes: cerca de 90% localizam-se na
parede alveolar, estes receptores também estdo localizados na superficie dos macrofagos
alveolares em menor numero; portanto as alteracdes comportamentais sobre macrofagos
alveolares mostraram-se mediadas através da ativacdo destes receptores, possivelmente
por meio da ativagdo dos receptores beta adrenérgicos das células pulmonares alveolares.
A influéncia do estresse agudo sobre a resposta imune humoral primaria e
secundaria também foi estudada (PERSOONS et al, 1995b). Animais submetidos a
choques elétricos inescapaveis (20 min, 4 choques/min; 5 segundos;, 0,5 mA) e
imunizados imediatamente aos a sessio de choques (com TNP-KLH) apresentaram
aumento mais significativo no titulo de anticorpos especificos ao antigeno, produzidos
localmente (pelos nodulos linfaticos paratraqueais) em relagio aos animais sensibilizados
e nao estressados (controles). Este trabalho entra em concordiancia com os aqueles que
apontam as alteragdes comportamentais sobre macrofagos alveolares (PERSOONS et al.,
1995, PERSOONS et al., 1997, BROUG-HOLUB et al., 1998): o estresse agindo sobre a
via autonémica simpatica, debilitaria a agdo defensiva dos macrofagos alveolares (através

da produgdo alterada de citocinas), levando a broncoconstri¢io e ativagdo da resposta



imune. Ademais, animais imunizados previamente por via sistémica e submetidos duas
semanas apos a metodologia do estresse e subsequiente desafio pulmonar, apresentaram
propor¢do significativamente maior em todos os subtipos de imunoglobulinas; estes
autores concluiram que o estresse emocional combinado i exposi¢do ao antigeno deve
baixar o limiar de indugdo da resposta imune, onde poderia contribuir para o ataque ou
severidade da asma alérgica. A resposta imune priméria mostrou ser também intensidade-
dependente do evento estressor, sendo que aumentos mais significativos ocorreram na
intensidade de 0,5 mA (PERSOONS et al., 1997).

A liberagdo induzida pelo estresse de CRH hipotalamico leva a secregdo sistémica
de glicocorticoides, adrenalina e noradrenalina, que influenciam reagdes
imunes/inflamatorias. Também produtos imunes celulares, tais como TNF-c, IL-1-c, IL-
1B e IL-6, estimulam a secregdo de CRH e ativam o eixo durante 0 estresse, com aumento
de ACTH e CORT (NAKAMURA, MOTOYOSHI, KADOKAWA, 1987, SHARP et al.
1989; NAITOH et al., 1988). Os corticosterdides exercem efeito down-regulatorio sobre
o eixo HPA e inibem a liberagio e/ou agdo de citocinas pro-inflamatdrias, tais como, IL-
1, IL-6, IL-8 e TNF (BLALOCK, SMITH, MEYER, 1985, WAAGE, SLUPPAUG,
SHALABY, 1990). Essas citocinas estdo envolvidas em varias etapas da reacdo
inflamatoria, incluindo alteracdes vasculares, quimiotaxia de leucécitos, febre, dor e
sintese/liberagdo de proteinas de fase aguda (RIBEIRO et al., 1991; FERREIRA et al,
1993, BAUHMANN & GAULDIE, 1994; ZAMPRONIO et al, 1994).

Desta forma as alteragdes comportamentais apresentadas sobre macrofagos

alveolares (PERSOONS et al., 1995a;: PERSOONS et al., 1997; BROUG-HOLUB et al,
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1998) ndo causariam necessariamente prejuizo na fungdo pulmonar, uma vez que esta
agao regulatoria entre citocinas e sistema neuroendocrino, através dos glicocorticéides,
suprime a resposta inflamatdria e imune.

A via autondmica simpatica ativada durante o estresse, através de noradrenalina e
adrenalina, se propde em preparar o organismo para a luta e/ou fuga, defendendo-o do
agente estressor. Simultaneamente, o cortisol liberado durante o estresse tem papel
modulatorio sobre o eixo HPA, contribuindo para restabelecer a homeostase do
Organismo, uma vez que a energia foi desviada para a luta e/ou fuga. Desta forma,
podemos esperar que o estresse agudo poderia n3o influenciar a broncoconstrigdo nos
asmaticos, desde que o eixo HPA ndo estivesse desregulado nestes individuos. O mesmo
raciocinio pode ser ampliado para o controle da resposta imune/inflamatéria.
Glicocorticoides previnem a migragao de leucocitos da circulagdo para os espacos
extravasculares, reduzem o actiimulo de monécitos e granulocitos nos sitios da inflamacio
€ suprimem a produg@o e /ou agdes de muitas citocinas e mediadores inflamatérios pelas
celulas do sistema imune (CHROUSOS, 1995).

O estresse agudo tem influéncia sobre os leucocitos sanguineos, e estas mudangas
podem ser explicadas através de respostas adrenocorticais ao estressor ambiental.
BROHEE et al. (1990) verificaram o efeito agudo do estresse farmacologico (por
administra¢do intravenosa de adrenalina e hidrocortisona) sobre leucécitos em humanos
saudaveis. Aos 10 min da administragdo de adrenalina e hidrocortisona, todos os subtipos

de leucocitos estavam aumentados, especialmente mononucleares. Em 1 hora, ocorreram

59
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linfopenia e monocitopenia moderadas e apés 6h, neutrofilia e eosinopenia foram
observadas. Todos as alteragdes foram normalizadas em 24 horas do estudo.

Nosso trabalho ndo encontrou alteragdes significativas em niveis de eosinéfilos no
LBA de animais estressados, quando comparado com o grupo sensibilizado nio
estressado. Desde que eosinofilos tém importante participagdo na severidade de asma,
isto leva-nos a concluir que o estresse agudo ndo deve, por si so, prejudicar a funcio
pulmonar. De fato, muitos trabalhos também ndo encontraram alteragdes na resposta
pulmonar em asmaticos quando submetidos ao estresse emocional, conforme discutidos a
seguir.

A influéncia dos exames académicos sobre a imunidade e fung¢do pulmonar foi
investigada em estudantes saudaveis e asmaticos (forma leve e severa, ambas controladas
com medicagdo) em trés ocasides (antes, durante e apds os exames; KANG et al, 1996).
O estresse influenciou diferentemente a resposta imune nos trés tempos, porém as
mudangas imunologicas e a fungdo pulmonar geralmente ndo diferiram entre controles e
asmaticos, mostrando que os exames sdo causa importante de alteragdo nas respostas
imunes/inflamatorias, embora ndo leve a um concomitante agravamento da doenga
inflamatéria em asmaticos controlados. O numero total de leucocitos e fagocitos nio
alterou ao longo do estudo; também n3o se observaram diferengas quanto ao niimero de
eosinofilos e neutrofilos entre saudaveis e asmaticos durante o semestre. No entanto,
exames finais afetaram linfocitos totais e seus subtipos, com aumento durante e apos os
exames finais. Eosinofilos tém estreita relagdo com a patogénese da asma, o estresse nao

afetou seu nimero diferentemente entre saudaveis e asmaticos, nem prejudicou a fungdo
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pulmonar. Isto esta de acordo com nosso trabalho, uma vez que ndo observamos
diferenca significativa na resposta inflamatéria entre estressados e nao-estressados.

A exacerbagdo da sintomatologia da asma tem sido ligada previamente a
estressores psicologicos e emocionais, postulando-se que caminhos neuroendécrinos e
imunolégicos/inflamatérios medeiam a broncoconstrigio induzida pelo estresse. Embora,
mudangas imunologicas tenham sido observadas durante exames académicos (KANG et
al., 1996), estas foram na maioria das vezes similares entre controles e asmaticos, € nao
contribuiram para agravar a reatividade pulmonar e desestabilizar o fluxo expiratério. No
entanto, estes autores n3o descartaram a importancia do estresse caso os individuos
atopicos fossem expostos a um outro fator desencadeador, como por exemplo, um
patogeno respiratorio virulento.

A maioria dos pacientes com asma acredita que fatores psicologicos,
particularmente o estresse, podem induzir a ataques de asma. RIETVELD, VAN BEEST,
EVERAERD (1999) testaram a hipotese que o estresse induz a dispnéia, sem levar, no
entanto a obstrucd@o das vias aéreas. Estresse emocional foi induzido em adolescentes com
asma e voluntarios saudaveis por meio de tarefa mental frustrante; nenhum dos
participantes desenvolveu obstrugdo das vias aéreas ou redugdo na fung¢do pulmonar.
Entretanto, a dispnéia aumentou em muitos pacientes com asma em relagao a individuos
saudaveis.

RIETVELD & PRINS (1998) também compararam a relagdo entre emocgdes
negativas aos sintomas objetivos (obstru¢do das vias aéreas) e subjetivos (dispnéia) da

asma. Quarenta criancas asmaticas foram randomicamente divididas em quatro grupos:
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aquelas submetidas a um estado anterior de ansiedade (por meio de vi sualizagdo de um
filme atemorizante), submetidas a tarefa fisica frustrante, as que assistiram ao filme antes
de executar o exercicio; aquelas que foram submetidas previamente ao exercicio antes de
visualizar o filme. Dispnéia e obstrugio das vias aéreas aumentaram significativamente
somente nos grupos que participaram do exercicio fisico. O estresse psicologico por si so
ndo afetou os sintomas subjetivos e objetivos da asma. A dispnéia foi mais intensa no
grupo submetido ao estresse emocional antes da tarefa fisica, e mostrou ser
estatisticamente independente da fung8o pulmonar e severidade da asma, ansiedade e
idade. Estes autores concluiram que as emogdes negativas afetam sintomas subjetivos da
asma, sem afetar a fungdo pulmonar. Isto sugere que as criangas com asma, quando
submetidas a condigdes estressantes, estdo inclinadas a interpretar sensagdes gerais
relacionadas a ativagio simpética decorrente da resposta estresse (fadiga, palpitagao, falta
de ar) aos sintomas de agravamento de asma.

KOTSES, HINDI-ALEXANDER, CREER (1989) demonstraram que individuos
saudaveis e asmaticos exibem mudangas nas vias aéreas similares em resposta ao estresse
emocional, significando que estas alteragdes representam uma resposta geral e fisiologica
do organismo ao estresse, sem, contudo representar correlagio com a severidade da asma.

Portanto, o estresse agudo emocional poderia ndo necessariamente contribuir para
a severidade do quadro asmético, principalmente quando os asmaticos recebem adequada
medicagdo e onde € feito controle ambiental. Parece certo que o estresse afeta o sistema
imune de asmaéticos e saudaveis de modo diferente, conforme o parametro celular

observado e o tempo em que ocorre o evento estressante e sio estudadas as respostas
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imunes; enquanto que outras vias parecem ser igualmente afetadas tanto em asmaticos e
controles. No entanto, a atividade broncoalveolar nio é afetada, desde que exista
regulagdo pela via hipotaldmica-pituitaria-adrenal.

No entanto, o estresse cronico deve ser mais impactante em sua influéncia na
resposta imune/inflamatoéria, de modo a contribuir com a severidade e ataque de asma,
uma vez que pode estar relacionado ao desgaste do eixo HPA, com excesso de CRH e
baixa disponibilidade de CORT, tornando o sistema imunologico do individuo mais
susceptivel ao desafio antigénico.

O fendmeno do hipocortisolismo tem sido achado em pacientes que
desenvolveram desordem do estresse pos-traumatico. Também é um fenémeno
encontrado em individuos saudéveis vivendo sob estresse crénico e certas doengas como
fibromialgia, artrite reumatoéide e asma. Embora sendo freqiiente, sua natureza parece ser
complexa; o estresse cronico poderia levar ao desregulagdo do eixo hipotalamo-pituitario-
adrenal e a menor disponibilidade de cortisol, deste modo contribuindo para
vulnerabilidade aumentada ao desenvolvimento de doengas estresse-relacionadas (HEIM,
EHLERT, HELLHAMMER, 2000). Sabe-se que filhos de pais estressados estio sujeitos
a maior incidéncia de problemas respiratorios (STOTT, 1973), uma vez que o estresse
cronico pré-natal exerceu influéncia sobre o eixo HPA e o aparato imunologico. Também
poderiamos pressupor que o estresse agudo somado a polui¢do atmosférica exerceria
efeito desencadeador nestes individuos mais susceptiveis, e também naqueles sujeitos aos

diversos estressores cronicos presentes em nossa sociedade.



CONCLUSOES

Este trabalho permite concluir que:

Em ratos sensibilizados (NE-S e E-S) o desafio intratraqueal com OVA aumentou
significativamente o nimero de leucocitos totais e o influxo de eosinofilos
comparados aos ratos controles (NE-NS e E-NS)

N&o houve diferencas significativas quanto ao nimero de leucocitos totais,
eosindfilos, neutrofilos e células mononucleares entre animais ndo estressados (NE-
NS e NE-S) e estressados (E-NS e E-S).

O estresse agudo ndo influencia a infiltragdo de leucocitos para as vias aéreas de

animais sensibilizados com OVA.
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6. SUMMARY

In this study we exposed female Wistar rats to a acute emotional stress paradigm
(inescapable foot-shock) and studied the allergen-induced airway inflammation by
counting the total and differential leukocyte in the bronchoalveolar lavage fluid. Wistar
rats sensitized with ovalbumin (OVA)- s.c. injection of 0.15 ml solution containing 200
ug of OVA and 8 mg Al(OH); prepared in saline or Al(OH); (controls). Sensitized and
control rats underwent acute stress (one session of 60 1 mA inescapable foot-shocks) 15
days, 7 days or 1 day before an OVA challenge on the 14™ day after sensitization The
above protocol resulted in four experimental groups (7-8 rats each): 1) NS-NS, non-
stressed and non-sensitized, 2) NS-S, non-stressed but sensitized, 3) S-NS, stressed but
non-sensitized and 4) S-S, stressed and sensitized. In all cases, total and differential cel]
counts were done on bronchoalveolar lavage (BAL) fluid collected 48 h after the OVA
challenge. In sensitized rats (NS-S and S-S), intratracheal challenge with OVA
significantly (p<0,05) increased the total leukocyte and eosinophil influx compared to
control rats (NS-NS and S-NS) throughout the study. However, there were no significant
differences in the numbers of circulating total leukocytes, eosinophils, neutrophils and
mononuclear cells between control and stressed rats. These results show that acute stress

does not influence leukocyte infiltration into the airways of OV A-sensitized rats.
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8. ANEXOS

8.1 Protocolos do Estresse

ESTRESSE
(DIA 0)

]

SENSIBILIZACAO
(DIA 1)

SENSIBILIZACAO
(DIA 1)

SENSIBILIZACAO
(DIA 1)

ESTRESSE
(DIA 7)

DESAFIO
(DIA 14)

ESTRESSE
(DIA 13)

DESAFIO
(DIA 14)

I - Estresse aplicado no dia ZERO;

IT - Estresse aplicado no dia SETE;

III- Estresse aplicado no dia TREZE
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DESAFIO
(DIA 14)
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