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RESUMO

A psiconeuroimunologia ¢ uma ciéncia que estuda a inter-relagdo entre as emogdes, o Sistema
Nervoso Central (SNC), o Sistema Imune (SI), e suas implicacdes na saude e na doenga. As
alergias sdo caracterizadas por uma hiperresponsividade ao alérgeno com consequente
perturbagdo da homeostasia no tecido afetado. A Sida cordifolia Linn conhecida como "malva
branca" ¢ uma planta usada na medicina popular para o tratamento da asma, doengas
reumaticas, inflamacao e dor. O estudo farmacoldgico com extrato hidroalcodlico bruto das
folhas de Sida cordifolia (EHSc), demonstrou atividade ansiolitica e antinociceptiva em
camundongos Swiss. O objetivo dessa pesquisa foi padronizar a resposta comportamental em
camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA); investigar a
influéncia do EHSc em vérias doses via i.p. / v.o. e de substancias bioativas tais como
diazepam (DZP), dexametasona (DEX) e salbutamol (SBL) no perfil comportamental e na
resposta imune humoral nos animais sensibilizados e desafidos. Na triagem farmacoldgica
comportamental, o EHSc induziu varias alteragdes no comportamento de camundongos
BALB/c, as quais foram indicativas de atividade depressora no SNC. Foi realizado o
protocolo de sensibilizagdo com OVA e 30 min ap6s o desafio com OVA, os animais foram
submetidos aos testes da placa perfurada (PF) e do labirinto em cruz elevado (LCE). No
terceiro dia ap6és o desafio foi analizada a resposta imune humoral pelos testes de
hipersensibilidade cutanea imediata e anafilaxia cutanea passiva. Os dados demonstraram que
a sensibilizacdo com OV A reduziu a atividade exploratoria e locomotora nos testes da PF e do
LCE. Entretanto, o tratamento dos animais com EHSc reverteu o perfil comportamental
induzido pela OVA. O EHSc atenou o edema de pata e o titulo de imunoglobulina E (IgE)
OV A-especifica em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OV A nos testes
de hipersensibilidade cutdnea imediata e anafilaxia cutdnea passiva. Da mesma forma, o
tratamento com DZP, DEX ou SBL modulou a resposta comportamental induzida pela OVA,
assim como, induziu reducdo do edema de pata no teste de hipersensibilidade cutanea
imediata. Contudo, apenas os animais tratados com DZP ou DEX mostraram diminui¢ao do
titulo IgE OV A-especifica no teste de anafilaxia cutdnea passiva em camundongos BALB/c
sensibilizados e desafiados com OVA. A andlise do presente estudo permite sugerir que a
sensibilizacdo com OVA induziu um perfil comportamental de doenca em camundongos
BALB/c, o tratamento com EHSc causou acdo moduladora sobre o perfil comportamental
induzido pela OVA e resposta imune humoral. Também foi possivel sugerir que o tratamento
com DZP ou DEX induziu atividade atenuadora sobre a resposta comportamental assim
como, o tratamento with DZP ou SBL causou acdo modulatoria sobre a resposta imune
humoral em modelo experimental de alergia.

Palavras-chaves: Psicoimunologia, Sida cordifolia, alergia, asma, ovalbumina, camundongos
BALB/c, diazepam, dexametasona, salbutamol.



ABSTRACT

The psychoneuroimmunology is a science that studies the interrelation among the emotions,
the Central Nervous System (CNS), the Immune System (IS) and its implications on health
and disease. The allergies are characterized by a hyperresponsivity to allergen with
consequent perturbation of homeostasis in affected tissue. The Sida cordifolia, know as
“malva-branca”, is a plant used in popular medicine, to treat of asthma, rheumatic diseases,
inflammation and pain. The pharmacological study with hydroalcoholic extract of Sida
cordifolia leaves (HESc) demonstrated antinociceptive and ansiolitic activity in Swiss mice.
The objective of this research was to standardize the behavioral response in BALB/c mice
sensitized and challenge with ovalbumin (OVA); investigate the influence of HESc in
different doses and bioactive substances such us diazepam (DZP), dexamethasone (DEX) and
salbutamol (SBL) on behavioral and humoral immune responses in animals sensitized and
challenge with OVA. In pharmacological behavioral screening, the HESc produced several
alterations in behavior of BALB/c mice, which was indicative of depressive activity in CNS.
The protocol of sensitization and challenge was conducted with OVA and, after 30 min of the
challenge, the animals were submitted to the hole board (HB) or pluz maze (EPM) tests. At
the third day of OV A-challenge was analyzed the humoral immune response in the immediate
cutaneous hypersensibility and cutaneous anaphylaxis passive tests. The data demonstrated
that the sensitization with OVA induced a decrease of exploratory and locomotor behaviors
on HB and LCE tests. However, the treatment with HESc revert the behavioral profile
induced by OVA in both parameters. Also was observed that the treatment with HESc
attenuated the paw edema and IgE OV A-specific title in the OVA-challenged and sensitized
BALB/c mice in hypersensibility cutaneous and passive cutaneous anaphylaxis tests. In the
same way, the treatment with DZP or DEX produced a modulation of ansiogenic state or
sickness behavior induced by OVA in the HB and EPM tests, as well as, DZP or SBL
produced decrease of paw edema at immediate cutaneous hypersensibility test and reduction
of the IgE OV A-specific title in the passive cutaneous anaphylaxis test in OV A-challenged
and sensitized BALB/c mice. The analysis of this study possibility to suggest that the
sensitization with OVA induced a sickness behavior in BALB/c mice; the treatment with
HESc modulate the behavioral profile induced by OVA and the humoral immune response. It
was also was possible to suggest that the treatment with DZP or DEX attenuated the
behavioral profile induced by OVA, as well as, the treatment with DZP or SBL caused
modulate action on humoral immune response in experimental model of allergy.

Key-words: Psychoimmunology, Sida cordifolia, allergy, asthma, ovalbumin, BALB/c mice,
diazepam, dexamethasone, salbutamol.
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Introdugdo 17

1 INTRODUCAO

Pesquisas interdisciplinares sdo as chaves para se entender a complexa questao
de integracdo de diferentes sistemas nos estados fisiologicos e / ou patolégicos. A biologia
celular e molecular muito contribuiram para o entendimento das interagdes entre os multiplos
orgaos dos sistemas (TEHRANI; STENBERG, 1999).

As interagdes entre o SNC e o SI ocorrem de forma que o SNC atua
reciprocamente com o SI; o SNC dirige a imunidade e o SI modula o SNC (STEINMAN et
al., 2003). Neurobiologistas e imunologistas estdo explorando idéias comuns como a sinapse
para entender a propriedade de memoria que compartilham esses dois sistemas (STEINMAN,
2004).

A neuroimunologia ¢ um campo prospero de uma variedade de modelos
animais para identificar, provar e manipular as interagcdes entre os 6rgdos dos sistemas: o
neural,0 endocrino e o imune (BRAMBILLA, 2000). O sistema nervoso ¢ o SI mantém uma
extensa comunicacdo, através de uma complicada transmissdo de nervos simpaticos e
parassimpaticos para os orgaos linfoides e de mensageiros quimicos que sdo capazes de
quebrar a independéncia e a isolada localiza¢dao anatomica (STEINMAN, 2004).

O estresse psicoldgico influencia a susceptibilidade para doengas do trato
respiratorio superior (rinite) induzidas experimentalmente (COHEN; SMITH; TYRRELL,
1991) como também induzindo & exarcebacdo da asma (NICHOLSON e SMITH,
2001).Também foi mostrado que infecgdes virdticas respiratorias comumente causam a
exarcebagdo de asma em adultos ou o quadro de asma estdo associados a infecg¢des viroticas
(NICHOLSON; KENT; IRELAND, 1993). Baseados nesses resultados, Nicholson e Smith
(2001) sugeriram que o estresse aumenta a freqiiéncia de doencas do trato respiratdrio
superior, induzindo a exarcebagdo da asma.

A asma ¢ uma doenca inflamatoria cronica, definida por obstrugdo reversivel e
hiperresponsividade ndo especifica das vias a¢reas (HAMELMANN; GELFAND, 2001;
HEGELE, 2000). A alteragao estrutural, conhecida por remodelacao, ocorre como resultado
do desequilibrio na regeneragdo do tecido epitelial da mucosa do trato respiratério e no
mecanismo de reparacao (HUMBLES et al., 2004).

Recentemente, a prevaléncia da asma tem dobrado de forma que afeta

aproximadamente 8 % a 10 % da populacdo nos Estados Unidos. Essa prevaléncia tem sido
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marcada pelo aumento do custo para essa doenca, pela morbidade e da mortalidade (COHN;
ELIAS; CHUPP, 2004).

Aproximadamente 50 % das drogas introduzidas no mercado, sdo derivadas,
direta ou indiretamente, de pequenas moléculas biogénicas. No futuro, os produtos naturais
irdo desempenhar um grande papel como substancias ativas, moléculas modelo para a
descoberta e a validacao de drogas alvo (VUORELA et al., 2004).

As plantas sdo fontes importantes para a obtengdo de moléculas
biologicamente ativas, muitas das quais constituem modelos para a sintese de um grande
nimero de farmacos (WALL; WANI, 1996). O emprego de plantas medicinais, com fins de
prevencao, tratamento e cura de doencas tem sempre acompanhado o homem ao longo de sua
existéncia. Essa pratica milenar, uma atividade humana por exceléncia, ultrapassou todos os
obstaculos durante o processo evolutivo e chegou até os dias atuais, sendo amplamente
utilizada por grande parte da populagdo mundial como fonte de recurso terapéutico eficaz
(DI STASI, 1996).

Atualmente, estima-se que aproximadamente 420.000 espécies existem na
natureza. Para a descoberta ou para a validagdo cientifica de uma planta medicinal tradicional
ou fitofarmacéutica, os principios ativos na matriz necessitam ser identificados. Assim, a
elucidagcdo quimica e bioldgica torna-se uma importante contribuicdo (VUORELA et al.,
2004).

Nos paises em desenvolvimento, o uso de plantas medicinais, na forma de po,
infusdo, tinturas, capsulas ou simplesmente do material seco, impde uma série de dificuldades
no sentido de garantir a seguranca e a eficdcia dessas preparacdes, embora os efeitos
colaterais ou as reagdes toxicas associadas ao uso de plantas medicinais, em qualquer das
formas utilizadas, ndo sejam relatados. Em paises industrializados, o uso de plantas
medicinais estd geralmente relacionado ao emprego de principios ativos isolados em forma
pura (FARNISWORTH, 1993).

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) vem apoiando programas destinados
a utilizagdo racional e cientifica de plantas utilizadas tradicionalmente, o que reforca esse tipo
de terapéutica. Nos paises industrializados, o aumento significativo do emprego de plantas
medicinais ¢ explicado pela tendéncia dos doentes a uma maior automedicagdo e pela
preferéncia pelos produtos naturais, dada a idéia de terem menor toxicidade (PROENCA,
1996).

A busca pela medicina natural tem aumentado nas ultimas décadas. Paises

como a India ¢ a China arrecadam cerca de cem bilhdes de dolares anuais, e a validacao da
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eficdcia de alguns produtos naturais, como Ginseng, Gingko biloba e alho tem estimulado a
medicina convencional a incorporar essas preparagdes como parte da terapia utilizada
(WETZEL et al., 2003).

A Sida cordifolia, pertecente a familia MALVACEAE, foi selecionada com
base nas informagdes populares do seu efeito para “cansaco” e ‘“chiado no peito”.
Consideraram-se ainda, estudos prévios obtidos do extrato aquoso dessa espécie e seu efeito
antinflamatério em modelo de inflamagao nao dependente de IgE (FRANZOTTI et al., 2000).

Nesse sentido, o estudo da espécie Sida cordifolia do género Sida L. justifica -
se por varias razdes: a busca de novas drogas da planta e investigar suas atividades biologicas;
a grande utilizacdo de Sida cordifolia na medicina popular para o tratamento da asma;
importante fator de contribuicdo para a area de farmacologia, especialmente, aplicada a
Psicoimunologia, onde pesquisas estdo sendo intensificadas uma vez que a maioria das
doengas neurologicas e imunoldgicas sdo de carater cronico, € as opgdes terapéuticas nao tém
apresentado relativa seletividade de acdo e reducdo dos efeitos toxicos.

A relevancia desse estudo se fundamenta por: a Sida cordifolia atuar como
depressora no SNC, podendo atenuar a inflamag¢do neurogénica através dos neuropeptidios
autonomos e somaticos; importante possibilidade para o desenvolvimento de drogas para o
tratamento da asma alérgica mais eficaz e seletiva que causem menos efeitos colaterais; pela
auséncia, na literatura, de estudos cientificos sobre sua atividade na area de Imunologia ou nas
reagoes inflamatdrias dependentes de IgE (asma alérgica).

Os estudos foram realizados com busca na identificacdo do efeito do
tratamento com extrato hidroalcodlico bruto das partes aéreas de Sida cordifolia (EHSc) em
camundongos BALB/c sensibilizados com OVA. O extrato teve seus efeitos avaliados sob
dois aspectos: comportamentais, avaliados nos testes da placa perfurada e do labirinto em cruz
elevado, e imunoldgicos analisados nos testes de hipersensibilidade cutanea imediata e
anafilxia cutinea passiva.

O estudo da inter-relacdo entre os sistemas imune e psiquico possibilitara
melhor entendimento dos mecanismos de acao da planta na asma, apresentando subsidios para
sua validagao (cientificamente) no uso popular para o tratamento das afecgdes das vias aéreas,

além do possivel desenvolvimento de um fitoterapico.
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2 REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

2.1 Psicoimunologia

A historia da Psiconeuroendocrinologia tem raizes ancestrais, vindo do século
passado, quando clinicos e pesquisadores observaram a possivel ligacdo entre desordens da
funcdo bioquimica do cérebro, caracterizando o normal e o patolégico (BRAMBILLA, 2000).

As principais preocupagdes com as interagdes entre o SNC e o SI foram
inicialmente consideradas durante a passagem do século XIX para o século XX, quando se
pensava que o cérebro fosse o sitio onde se iniciava a reacao anafilatica (MOREIRA, 2003).
Da mesma forma, uma associagdo entre esses sistemas era mencionada desde os primordios
da medicina, quando se acreditava que a mente podia ter efeitos sobre as doengas. O SI
considerado originalmente como sistema de defesa contra microorganismos, ¢ visto hoje
como um sistema que visa a homeostase fisiologica do organismo, funcionando
intrinsecamente com os sistemas nervoso ¢ endoécrino (RUMJANEK; PIUVEZAM;
RODRIGUES MASCARENHAS, 2006).

A Psiconeuroimunologia ¢ uma ciéncia relativamente recente e definida como
o estudo da inter-relacdo entre aspectos emocionais, o SNC e o SI, e suas implica¢des na
satide e na doenga (KRAMER; CAETANO; CAETANO, 1999) ou a inter-relagio entre
estresse, funcdo endoécrina / imune e doenca (ALTMAN, 1997). Existem vdrias evidéncias de
que o sistema imunologico ndo funciona isoladamente, e que elementos do sistema nervoso e
do sistema enddcrino interagem para sua regulacao final. Uma das evidéncias dessa regulagdo
envolve a correlagdo entre os estados de estresse € o decréscimo da imunidade (RUMJANEK;
PIUVEZAM; RODRIGUES MASCARENHAS, 2006).

Os sistemas imune, nervoso e endocrino tém propriedades comuns que
consistem das respostas a estimulos especificos do ambiente externo ou interno, o
relacionamento do organismo com o ambiente, as fungdes de defesa adaptativas bem como a
memoria. A comunicagdo entre os sistemas neuroenddcrino e imune ¢ um caminho de duas
vias, com varios intermediérios quimicos (ADER; COHEN; FELTEN, 1995; STRAUB et al.,
1998). A primeira via corresponde a hormonal, representa o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(HPA), regulando a concentragdo sistémica de cortisol e adrenalina. A segunda via se refere a

via neuronal representada pelo eixo hipotdlamo-sistema-nervoso-autonomo (HSNA),
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localmente influenciando a fun¢@o imune via neurotransmissores nos 6rgaos linféides e tecido
inflamado (STRAUB et al., 1998). Os 6rgaos linféides, os linfonodos, os vasos linfaticos, o
baco, o timo e o tecido linféide recebem extensa inervacdo simpatica intraparenquimal
(BELLINGER; LORTON; FELTEN, 1992; MADDEN; FELTEN, 1995; BELLINGER et al.,
1997).

A interacdo entre o comportamento e imunidade ¢ um processo bidirecional.
Podem ocorrer através da inervagdo direta nos compartimentos linfoides, por liberacdo de
neurotransmissores de nervos situados nas proximidades das células ou por sinais
neuroenddcrinos hipotalamicos, hipofisarios e endocrino periférico (HUSBAND, 1993).

O Sistema Nervoso Autonomo (SNA), através de suas fibras pds-ganglionares
noradrenérgicas do sistema nervoso autonomo simpatico (SNAS) e colinérgicas do sistema
nervoso autdonomo parassimpatico (SNAP), inerva diretamente os 6rgdos linféides primarios e
os secundarios. Os neurotransmissores liberados por essas fibras vao atuar nos linfocitos, nos
monocitos / macréfagos e nos granuldcitos, os quais possuem receptores para esses
neurotransmissores. A atividade das células “natural killer” (NK) também pode ser modulada
por PB-adrenoreceptores. Os agonistas simpaticos diminuem a producdo de anticorpos e da
citotoxicidade, enquanto os agonistas parassimpaticos aumentam essas respostas imunes
(KRAMER; CAETANO; CAETANO, 1999).

A possibilidade de as vias simpaticas e as parassimpaticas desempenharem um
papel fisioldgico durante o curso da imunogénese ¢ fundamentada pela observacio de que os
receptores beta-adrenérgicos estdo presentes em c€lulas T, em células B e nos macrofagos
(BOURNE et al., 1974), e que essas células, bem como as da medula 0ssea sdo capazes de
responder a manipulagao colinérgica e adrenérgica (BYRON, 1975).

As terminagdes nervosas do SNAS contactam com as células T, com os
mondcitos e com as células B. A fungdo dos nervos do SNAS, dentro dos 6rgaos linfoides, ¢
regulada por produtos de células do SI, enquanto os neurotransmissores (noradrenalina) e os
neuropeptideos (substancia P, neurocinina A, dentre outros), liberados pelo SNAS, alteram a
resposta das células do ST (ARMASON; SCHORR, 1999).

Por outro lado, o SI produz agentes quimicos que atuam sobre o SNC.
Besedovsky e Sorkin (1977); Kohm e Sanders (2000), observaram que a ativagdo do SI era
acompanhada por mudancas no hipotdlamo e nos sistemas enddcrino e auténomo. As
citocinas - interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e os interferons (IFNs) produzidas pelo SI ativado
atravessam a barreira hematoencefalica e constituem vias através das quais o SI se comunica

com o SNC, salientando-se que a IL- 1, IL- 2 e IFN influenciam a ativagdo do eixo HPA.
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O sistema limbico ¢ o principal promotor de adaptagdo do organismo ao
ambiente externo. Ele modula as respostas aos estimulos de acordo com experiéncias
passadas, transferindo-as para a situacdo atual e avaliando seu significado emocional
(KIECOLT; GLASER, 1992; PREGER; GAUER; VON MUHLEN, 1995), através da inter-
relacdo com o eixo HPA. A defini¢do de estresse tenta traduzir a capacidade de resisténcia do
homem aos choques emocionais e as agressdes do meio exterior, ou seja, fatores psicologicos,
ambientais e fisiologicos que alteram a homeostasia (PETERSON; CHAO; MOLITOR,
1991). Esta bem estabelecido que o estresse fisico e psicologico altera o funcionamento do
sistema imune (RILEY, 1981; ESKOLA et al., 1978;).

Virios estimulos psicologicos, como: luto, privagdo, afli¢do, auto-estima
diminuida, situacdes de dor e sofrimento (DEITOS; GASPARY, 1997); ambientais, como:
trauma, irradiacao, desnutricao, uso de alcool e outras drogas (ADER, 1992), e fisioldgicos,
como: hormoénio feminino, temperatura e idade (DEITOS; GASPARY, 1997; DEITOS;
GASPARY; LOPES, 1996), podem precipitar imunodeficiéncias.

A reducdo da resposta proliferativa de linfécitos, o prejuizo na sintese de
anticorpos e as alteragdes nas células sanguineas t€ém sido associados com luto em homens e
macacos (BARTROP et al., 1977); apos barulho alto ou superlotagdo de camundongos em
gaiolas (MONJAN; COLLECTOR, 1977); apo6s aplicagdo de choque elétrico em ratos
(LAUDENSLAGER et al., 1983) ou durante exercicio fisico no homem (HEDFORS et al.,
1983).

Alguns individuos, apds uma situagdo de estresse, apresentam maior
susceptibilidade a doengas infecciosas, carcinomas, maior morbidade e mortalidade em geral,
assim como as doencas auto-imunes, a asma bronquica, a retocolite ulcerativa, a artrite
reumatdide, o hipertireoidismo, etc. Essa associagdo mostra uma possivel relacdo entre
estados emocionais (estresse, luto e depressdo) e alteragcdes imunoldgicas no sentido de
inibi¢do ou ativacdo (ALBRECHT et al., 1985; ARNETZ et al., 1987).

Um estudo sobre estresse psicoldgico revelou alteragcdes no niimero de células
mononucleares circulantes bem como nas suas fungdes (BACHEN et al., 1992;
BROSSCHOT et al., 1992; MANUCK et al., 1991). Segundo Sorkin; Del Rey; Besedovsky
(1981) e Keller et al. (1983), os hormdnios adrenocorticais e os neurotransmissores do SNAS
foram postulados como mediadores do efeito imunossupressor do estresse. Os estresses,
ambos fisico e psicologico (CHROUSOS; GOLD, 1992), agudo e cronico (AKIL; MORANO,
apud BLOOM; KUPFER, 1995) resultam na ativacdo do eixo HPA. A medida basal de
cortisol prevé um indice da atividade em repouso do eixo HPA (THAKORE et al., 1999).
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Herman e Cullinan (1997), sugeriram que os estressores ‘“processivos’
operacionalmente definidos como aqueles que envolvem processos sensoriais, tais como
exposicdo a ambientes novos, condicionamento ao medo e exposicdo ao predador) e os
estressores “sistémicos” (aqueles que nao envolvem processos avaliativos, tais como desafio
imune, cardiovascular, e respiratdrio) efetivamente estimulam a atividade do eixo HPA.

De acordo com Anisman et al. (1998), os estressores processivos sao
postulados via amigdala, e os estressores sist€émicos envolvem estruturas ndo limbicas, tais
como adeno-hipoéfise, cortex adrenal. Embora os neurotransmissores e os estressores fisicos e
emocionais sejam inicialmente considerados como os principais estimuladores do eixo HPA,
hoje sabe-se que as moléculas soluveis da resposta inflamatéria (histamina, citocina,
metabolitos do acido araquidonico, etc) bem como os lipidios sdo reconhecidos como
potentes ativadores da resposta central ao estresse (MOREIRA, 2003). Nessa interacao,
observa-se que mediadores imunoldgicos, ao atuar em neurdnios no hipotidlamo, levam a
liberagdo do hormonio liberador de corticotrifina (CRH) no sistema porta-hipofisario,
ativando o eixo HPA e, consequentemente, levando a producao dos glicocorticéides.

Recentemente foi demonstrado que o CRH ¢ um potente elemento nos
processos de adaptagdes fisioldgicas, comportamentais e emocionais decorrentes de agressoes
do estresse. O CRH promove modificagdes no organismo, de natureza fisioldgica e
comportamental, que sdo indispensaveis aos processos de adaptacdo. Isso significa que, sem
glicocorticoides e catecolaminas, o organismo nao se adapta (MOREIRA, 2003).

As evidéncias sugerem que alguns neurotransmissores, tais como:
noradrenalina, vasopressina, substidncia P, peptideo intestinal vasoativo, colecistocinina,
ocitocina, melatonina (WALDHAUSER; EHRHART; FOSTER, 1993); neuro-horménios,
como: CRH e hormonios, tais como: corticotropina, corticosterdides, hormoénio de
crescimento (GH), prolactina, somatostatina, adrenalina, esterdides sexuais (ADER;
FELTEN; COHEN, 1990), podem ser afetados pelo estresse e causar modulacdo do sistema
imunolégico (ADER; COHEN; FELTEN, 1995; BLACK, 1994; COHEN, 1995).

2.2 Citocinas e comportamento

Evidéncias mostram que a atividade imune influencia a fun¢do do sistema

nervoso central e da suporte a posi¢do de que citocinas, tais como, IL-1, IL-2, IL.-4, fator de
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necrose tumoral alfa (TNF-a) e neurotransmissores t€ém papel na regulagdo da cogni¢do, do
afeto e do comportamento. Da mesma forma, o componente central através de
neurotransmissores € neurohormoénios tem impacto sobre a funcdo imune (BRODERICK;
SIMMONS, 2005).

Estudos prévios revelaram que organismos em experimentacao com ativagao
do SI, causada por infec¢ao ou outras patologias, apresentavam alteragdes no comportamento,
tais como: diminui¢do da atividade e da ingestdo de alimento, aumento do sono e redugdo do
ato de limpar. As caracteristicas comportamentais de animais doentes ndo sdo respostas mal
adaptativas ou efeitos colaterais de debilitagdo induzida por patégeno. O comportamento de
uma doenca se refere a uma estratégia comportamental para suportar as alteragdes
metabolicas e fisiologicas que ocorrem em organismos infectados e no qual ajuda na luta com
o patogeno (HART, 1988).

Tem-se observado um esforco substancial para caracterizar os efeitos da
doenca e a inflamagdo sobre o comportamento, bem como entender como o Sl sinaliza para o
SNC a fim de induzir essas alteracdes comportamentais (LARSON; DUNN, 2001). A
generalidade da resposta para infeccdo e lesdo foi nomeada em inglés como “sickness
behaviour” (comportamento de doenga), cujo comportamento focalizado inclui: mobilidade,
congelamento, exploragdo, interacdo social, comportamento sexual, funcdo cognitiva € sono
(KENT et al., 1992).

O comportamento humano e de outros animais se modifica durante uma
infec¢do. Sao verificadas mudancgas na regulacao do sono, temperatura corporal e perda de
apetite. Individuos com processo infeccioso mostraram inabilidade para o prazer, falta de
concentragdo, fadiga e resposta exagerada a dor. Sugere-se que agdes bioldgicas de citocinas
pré-inflamatoérias agindo no cérebro possam ser responsaveis pelo comportamento de doenga
(RUMJANEK; PIUVEZAM; RODRIGUES MASCARENHAS, 2006).

Em animais experimentais, os efeitos comportamentais “comportamento de
doenga” decorrente da ativagdo do eixo HPA e ou do desafio imune agudo apresentam
similaridade com depressao maior em humanos (KONSMAN; PARNETI; DANTZER, 2002;
ANDO; DUNN, 1999). Portanto, a comunicacdo entre os sistemas enddcrino, nervoso e
imune tem sido foco maior de pesquisa (BRODERICK; SIMMONS, 2005).

A reacdo de fase aguda ¢ uma resposta multissistémica para estimulo
inflamatorio que ¢ mediada em parte por hormonios derivados de leucocitos conhecidos como
citocinas. Evidéncias indicam que citocinas podem atuar no SNC, no qual coordenam varios

componentes da reacdo de fase aguda, e partes diferentes dessa reagdo sao iniciadas por
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mecanismos diferentes e em distintas regides cerebrais (SAPER; SCAMMELL; ELMQUIST,
1997).

Entre os componentes do SI, as citocinas sdo consideradas mensageiras ou
hormonios secretados por células imunes, os quais tém efeito sobre o tecido ndo imune. Foi
investigado que alteracdes associadas com infec¢do e inflamagdo sdo induzidas pela IL-1 e,
possivelmente, por outras citocinas, tais como IL-6 ¢ TNF-a. Portanto, as citocinas sdao os
maiores mediadores do comportamento de doenga, e a IL-1 tem sido um potente agente
investigado (LARSON; DUNN, 2001; INUI, 2001; LARSON et al., 2002).

A administracdo direta de IL-1 no cérebro induz alguns comportamentos de
doenca, e requer doses menores que as da periférica para causar tais efeitos (BLUTHE;
DANTZER; KELLEY, 1997). Alternativamente, citocinas podem atuar sobre células
endoteliais cerebrais, ativando a via da ciclooxigenase e, consequentemente, levando a sintese
de prostaglandinas, que ultrapassa a barreira endotelial para penetrar no parénquima cerebral
(CAO et al., 1997).

Vias vagais podem ser alvos de citocinas pré-inflamatorias. O nervo vago, que
inerva orgdos da cavidade abdominal, contém macréfagos e células dendriticas no perineuro
que produzem IL-1 em resposta a inje¢do intraperitoneal com lipopolissacaridio (LPS)
(GOEHLER et al., 1999). Citocinas produzidas como resultado de infec¢do local, como por
exemplo, nas cavidades abdominal e toracica, podem ativar fibras sensoriais vagais,
resultando em comportamento de doenca e febre (SAPER; SCAMMELL; ELMQUIST,
1997). Os neurdnios sensoriais dos nervos vagais expressam receptores para IL-1, a qual
estimula atividade sensorial vagal (EK et al., 1998).

O papel do nervo vago, na transmissdo de informacdo da periferia para o
cérebro, tem sido avaliado por experimentos com vagotomia, que sdo seccionados abaixo do
diafragma. Mediante esses experimentos, observou-se que os nervos vagais medeiam,
parcialmente, a indu¢do do comportamento de doenga tdo bem quanto a ativagdo do tronco
cerebral, do hipotalamo e das estruturas limbicas em resposta ao LPS e IL-1 quando
administrada perifericamente (DANTZER et al., 2000).

Um aspecto do comportamento de doenca freqlientemente notado ¢ a
diminui¢do da atividade exploratoria e locomotora. Tem sido mostrado que, nas infeccdes e
inflamacgdes, evidencia-se a diminui¢do da atividade no campo aberto, cujo efeito ¢ mediado
por citocina proé-inflamatoéria, tal como IL-1f. Essa alteracdo pode ocorrer devido a reducao
geral da atividade motora ou a um efeito especifico sobre o comportamento exploratdrio

(YIRMIYA et al., 1995; SWIRGIEL et al., 1999). Entretanto, nem toda citocina produz a
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diminuic¢ao da atividade, ao contrério, tem sido demonstrado que IL-2 e IL-6 podem aumentar
a atividade locomotora em camundongos no campo aberto (ZALCMAN et al., 1998).

Viérias investigacdes do comportamento exploratorio t€ém sido conduzidas
usando-se uma camara multicompartimental, através da qual se verificou que o LPS, a IL-1a
e a IL-1B diminuiram a exploragio em ambientes novos quando administrados
intracerebroventricular (icv) (SPADARO; DUNN, 1990) ou perifericamente (DUNN;
ANTOON; CHAPMAN, 1991). Contudo, os efeitos evidenciados foram dependentes de
medidas especificas da exploragdo. Por exemplo, IL-1a ou IL-1p diminuiram a investigagao
do estimulo novo, como mostrado pela diminui¢do do tempo de contato com o estimulo. A
mesma dose de IL-1 ndo diminuiu o nimero de entradas nos compartimentos. Isso demonstra
que nem todos os aspectos da exploracdo sdo afetados similarmente por -citocinas
(SPADARO; DUNN, 1990). As condi¢des ambientais podem ser determinantes nas alteracdes
comportamentais induzidas por doencga ou citocinas (LARSON; DUNN, 2001).

A IL-1 ¢ uma importante citocina para o comportamento de doenga. A
administracao periférica e central de IL-1p induz a uma reacao de fase aguda, incluindo febre,
ativacdo do eixo HPA e depressdo comportamental, caracterizada por diminui¢ao da atividade
exploratoria e locomotora (ANFORTH et al., 1998). As vias de sinalizagdo que medeiam os
efeitos comportamentais da IL-1 nao tém sido bem elucidadas (QUAN et al., 1997). Em
contraste, a IL-6 tem atividades pirogénicas e corticotropicas, mas ndo, atividade
comportamental (LENCZOWSKI et al., 1999).

Pouco ¢ conhecido sobre a associacdo entre o desafio imune e as possiveis
alteragdes nas fungdes do sistema comportamental e no SNC. Verificou-se que a produgao de
citocinas seguida do desafio imune aumenta o sono, diminui a glicose sanguinea, induz a
fadiga e afeta a atividade locomotora (DANTZER; KELLEY, 1989). A imunizagdo causa
alteracdo na quantidade de catecolaminas dos tecidos linféides e no hipotdlamo
(BESEDOVSKY et al., 1979; 1983). Uma alteragao no nimero de neuroénios no hipotalamo
tem sido evidenciada em ratos apos injecao de antigeno (BESEDOVSKY; DEL REY;
SORKIN, 1985). E sugerido que o SI pode atuar como um 6rgio aferente sensorial para o
SNC, sendo o estimulo iniciador da interacdo na resposta para alteragdo dentro do SI
correspondente ao desafio com antigeno (BLALOCK; SMITH, 1985).

Posteriormente, estabeleceu-se uma solida base molecular e bioquimica para a
comunicac¢do bidirecional entre os sistemas imune e neuroendocrino (BESEDOVSKY; DEL

REY, 1996; BLALOCK, 1989). O produto especifico de um dos sistemas existe no outro, por
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exemplo, citocinas podem ser sintetizadas no SNC, e hormoénios como ACTH e TSH podem
ser produzidos por células linféides (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996). Essa interagdo
bidirecional atua como importante papel tanto na fisiologia e na homeostasia desses sistemas
quanto em varios processos patologicos (ADER; COHEN; FELTEN, 1995).

Estudos prévios mostraram que os pacientes com alergia alimentar apresentam
prevaléncia de ansiedade e / ou depressdo mais alta do que os individuos saudaveis
(ADDOLORATO et al., 1998). Seguidamente, demonstrou-se relagdo direta entre alergia
alimentar e alteracdo na atividade do SNC, associadas a expressao da resposta
comportamental, como ansiedade e aversdo. Camundongos imunizados com OVA, apos
desafio oral com OVA, apresentaram aumento dos niveis de ansiedade, uma vez que eles
permaneceram pouco tempo explorando os bragos abertos no teste do labirinto em cruz
elevado, e se esquivaram de beber solu¢dao contendo antigeno. Portanto, a alergia pode
modular o comportamento alimentar (PALERMO NETO et al., 2003), bem como, a resposta
alérgica influencia na selecao da dieta (BASSO; DE SA-ROCHA; PALERMO-NETO, 2001).

Subseqiientemente, foi mostrado que a OVA dada por gavagem para
camundongos alérgicos leva a forte ativacdo do nucleo paraventricular do hipotdlamo e do
nicleo central da amigdala, importantes areas do SNC na mediagdo dos padrdes
comportamentais (BASSO et al., 2003). A alteracdo comportamental e a ativagdo cerebral sdo
dependentes de IgE (RUSSO et al., 2001), e a administragdo de anticorpo anti-IgE inibe essa
resposta (BASSO et al., 2003).

2.3 Processos Alérgicos - Asma

As reacdes alérgicas foram classificadas em quatro tipos e receberam o nome
genérico de hipersensibilidade a todas as reagcdes em que ocorre resposta imune exacerbada
diante de substancias geralmente inocuas, presentes no meio ambiente ou células proprias
alteradas. Essas hipersensibilidades sao classificadas em: hipersensibilidade imediata ou tipo
L, hipersensibilidade citotdxica ou tipo I, hipersensibilidade do complexo imune ou tipo III e
hipersensibilidade tardia ou tipo IV (GELL; COOMBS, 1968 apud GELL; COOMBS;
LACHMANN, 1975).

A resposta alérgica pode ser desencadeada por picadas de insetos, ingestdo de

alimentos ou medicamentos e contato ou inalagdo de moléculas estranhas ao organismo, as
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quais estdo presentes na poeira ou ar atmosférico poluido. Outros alérgenos sdo moléculas
presentes em esporos de fungos, fezes de acaros, escamas de animais domésticos, alimentos,
antibioticos, entre outros (SCHERER; LEUNG, 2004; PEDEN, 2005). Atopia e alergia sdo
termos genéricos que confere uma resposta aumentada para alvos ambientais conhecidos
como alérgenos (YAZDANBAKHSH; BIGGELAAR; MAIZELS, 2001).

A reagdo de hipersensibilidade imediata pode ocorrer como uma reagdo
sistémica, conhecida como anafilaxia ou como uma reacao local. A reacdo sistémica
geralmente se segue a inoculagdo de um antigeno (proteinas estranhas, tais como, anti-soro,
hormdnios, enzimas, polissacaridios e antibidticos) no qual o hospedeiro se tornou
sensibilizado. Minutos apos a exposi¢do, prurido e eritema da pele aparecem, seguidos de
dispnéia e rouquidao. Vomitos, colicas abdominais, diarréia e obstrugdo da faringe se seguem,
e o paciente pode entrar em choque e morrer dentro de uma hora (KEMP; LOCKEY, 2002).
O choque anafilatico ¢ a forma mais grave de anafilaxia e caracteriza-se por um colapso
circulatério associado com sinais cutaneos, respiratorios e gastrointestinais (MONERET-
VAUTRIN et al., 2005).

As reacdes locais de hipersensibilidade do tipo I tém duas fases bem definidas.
A fase imediata ou inicial, caracterizada por vasodilatagdo, extravasamento vascular e,
dependendo da localizagdo, contragdo do musculo liso ou secrecdes glandulares. Essas
alteracdes geralmente sdo evidenciadas entre 5 e 30 min apds a exposi¢do do alérgeno e
costumam enfraquecer apds 60 min. Uma segunda reagao, fase tardia se instala entre 2 ¢ 24 hs
depois, sem que haja exposi¢ao adicional ao alérgeno, podendo durar por varios dias. Essa
reacdo de fase tardia se caracteriza por infiltragdo dos tecidos por eosindfilos, neutrofilos,
basofilos, monocitos e células Th2 (COSTA, 1997).

O aumento inexplicavel na incidéncia, prevaléncia e morbidade das doencas
alérgicas como reagdes de hipersensibilidade tipo I, sdo responsaveis por uma das maiores
preocupagdes de saude publica (FOSTER et al., 2002). As patologias alérgicas de grande
interessse em saude publica sdo classificadas como rea¢des de hipersensibilidade imediata
como dermatite atdpica, alergia alimentar, rinite e asma alérgica, urticaria, choque anafilatico
(SCHERER; LEUNG, 2004). O nimero de mortes causadas por reagdes anafilaticas vem
aumentando nas ultimas décadas (PUMPHREY, 2004).

A asma teve inicio desde os tempos remotos, e seu historico apresenta varias
etapas. Na Antiguidade - 2600 a.C. — essa doenca foi descrita no livro médico “Teoria do
Interior do Corpo”, conhecido como Nei Ching, escrito por Huang — Ti, “o imperador

amarelo” (SAAVEDRA; COHEN; HUANG, 1991 apud TELES FILHO, 2004). Em 522 - 347
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a.C. a asma, palavra grega que significa ofegante, dificuldade na respiragdo, foi citada pela
primeira vez por Homero, Pindaro e Platio (BRENNER, 1999 apud TELES FILHO, 2004).
Hipocrates (460 - 370 a.C.) descreveu a asma como um ataque paroxistico, mais severo do
que uma dispnéia. A condi¢do espasmodica da asma era comparada a uma convulsdao
epiléptica, que era vista como um castigo divino. Galeno e Aretaeus (150 a.C.) observaram
que a asma era mais freqiiente no inverno do que no verdo e que ocorria, principalmente, a
noite (KEENEY, 1964; MARKETOS; BALLAS, 1982 apud TELES FILHO, 2004).

Na Idade Média, Avicenna (1000 d.C.) descreveu a utilizacdo de plantas
aromaticas para o tratamento de asma (MAIMONIDES, 1963 apud TELLES-FILHO, 2004).
Na Renascenga, foi destacado que o sitio da doencga ficava nos bronquios e que a inalagdo de
poeira ou a ingestdo de peixe, em certos individuos, desencadeava ataques de asma (VAN
HELMONT, 1962 apud TELLES-FILHO, 2004). Floyer (1698) apud Telles-Filho, (2004) fez
referéncia a predisposicao hereditaria da doenga.

No século XIX, René Laennec definiu o vocabulo asma como a dificuldade de
respirar e estava convencido de que a contracdo das fibras musculares seria capaz de
estrangular as vias aéreas, impedindo a passagem de ar para as grandes areas dos pulmoes. Ele
acreditava que os mecanismos da doenga consistiam em estimulagdo nervosa, determinando
espasmo dos bronquiolos (WILLIAMS, 1841; LONGET, 1842 apud TELLES-FILHO, 2004).
Segundo Williams (1841) apud Telles Filho (2004), revelou que a contragdo do musculo liso
era a provavel causa da obstrucdo das vias aéreas na asma e Cooke (1932) apud Telles Filho
(2004) afirmou que a expressao de uma reagao alérgica ¢ fundamental em todos os tipos dessa
doenga.

No século XX, Ricket e Portier (1902) apud Telles Filho (2004), descreveram
o fendmeno da anafilaxia e verificaram que todas as substancias que provocam
hipersensibilidade sdao proteinas in natura, que podem ser de origem animal, vegetal ou
bactérias. Pirquet (1906) apud Telles Filho (2004) criou o termo “Alergia”, designagcdo do
estado de hipersensibilidade causado por exposi¢dao a um determinado antigeno, dito alérgeno,
sendo observadas reacdes imunoldgicas nocivas se houver subseqiientes exposi¢des a esse
mesmo alérgeno.

Em 1910, Dale e Laidlaw apud Teles Filho (2004), demonstraram o elo entre
histamina e a patogénese das doengas alérgicas. Ellis (1908) apud Teles Filho (2004),
descreveu a associagdo entre eosinofilia sanguinea e pulmonar com a asma, e Walker (1918)

apud Teles Filho (2004), relatou que nem todos os asmaticos demonstravam reacao cutanea
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de hipersensibilidade e propos a classificagdo da doenca de acordo com a resposta ao teste
(desafio antigénico): extrinseca, quando reagia ao teste cutaneo, e intrinseca, quando nao.

Prausnitz e Kustner (1921) apud Teles Filho (2004), introduziram dois termos
da alergia - sensibilizagdo e reacdo. Coca e Cooke (1923) apud Teles Filho (2004), atribuiram
o termo atopia para descrever a hipersensibilidade aos alérgenos, a qual era dependente da
predisposi¢do hereditaria. MacDonald (1933) apud Teles Filho (2004), chamou a atencdo para
o infiltrado eosinofilico das vias aéreas de pacientes que morriam de asma e em 2001, foi
identificado o primeiro gene relacionado a asma (TELLES FILHO, 2004).

A asma alérgica ¢ uma doenga respiratoria cronica, caracterizada por obstrugao
intermitente das vias aéreas, inflamagdo eosinofilica, hiperreatividade das vias aéreas e
aumento da produgdo de IgE (MAYR; ZUBERI; LIU, 2003). Segundo Hegele (2000), a asma
caracteriza-se por obstru¢do reversivel das vias aéreas, hiperreatividade bronquica nao
especifica e inflamagdo cronica das vias aéreas. A alteragdo estrutural, conhecida por
remodelamento, ocorre como resultado do desequilibrio na regeneracdo do tecido e os
mecanismos de reparacao (BOUSQUET et al., 2000 apud HUMBLES et al., 2004).

Os mecanismos que contribuem para o desenvolvimento da asma sao
complexos e podem variar de acordo com influéncias geograficas, individuais e sociais
(SOUSA-MUCIDA et al., 2003). O aumento epidémico da asma tem sido atribuido a vérios
aspectos, a saber: polui¢do do ar livre, recinto fechado, imunizagdo infantil e condigdes de
higiene (COHN; ELIAS; CHUPP, 2004). A asma ¢ uma das enfermidades da infancia,
considerada como a principal doenca respiratoria cronica da crianca e do adolescente. Sua
importancia tanto para o individuo quanto para a coletividade decorre do fato de ser uma
afeccdo potencialmente grave, cuja prevaléncia tem aumentado em todo o mundo, com
participagdo crescente na mortalidade (MAIA et al., 2004).

A asma ¢ considerada do ponto de vista imunologico como uma reagao
alérgica do tipo imediato. Esta reagdo ¢ caracterizada por uma subpopulagdo de células do
tipo linfocito Th2 e pelas citocinas secretadas por estas células tais como: IL-4, IL-5, IL-6, IL-
13 e IL-10 (SOUSA-MUCIDA et al., 2003). Por outro lado, a regulagdo desta reacao ¢
realizada por linfocitos do tipo Thl e pelas citocinas por elas secretadas como IL-2 e IFN-y
(TEIXEIRA et al., 2005). A principal caracteristica dessa resposta Th2 ¢ a indugdo de
anticorpos da classe IgE que se associam a mastocito, basofilos e eosinofilos, ativando-os e
induzindo a resposta inflamatoria (LARCHE; KAY; ROBINSON, 2003).

O aspecto inflamatorio da asma ¢ caracterizado pela extensa infiltragao da

mucosa bronquica de linfécitos e eosinodfilos, pelo aumento da producao de muco e pelo
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edema da submucosa que leva a hiperplasia do musculo liso e ao remodelamento das vias
aéreas. Esse achado celular estrutural correlaciona- se com a clinica da asma, isto é, a
obstrugdo reversivel das vias aéreas e a hiperresponsividade bronquica (HAMELMANN;
GELFAND, 2001).

O processo de remodelamento ¢ caracterizado por fibrose subepitelial das vias
aéreas, que contribui para o espessamento das paredes devido a deposi¢do de colageno, tipos
I, IIT e IV, de fibronectina e de outras proteinas da matriz extracelular, tais como tenascina e
laminina; e, pelo aumento da massa do musculo liso das vias aéreas e pela excessiva secre¢ao
de muco decorrente da hiperplasia das células caliciformes (HUMBLES et al., 2004). A
espessura da parede das vias aéreas varia de 10 % a 300 % do normal, levando a reducdo do
diametro do lumen (HOMER; ELIAS, 2000; ROBERTS et al., 1997). Em bidpsia bronquica e
em fluido do lavado bronco-alveolar de pacientes asmaticos, nimeros aumentados de células
T ativadas foram encontrados ¢ associados com a severidade da doenca (ROBINSON et al.,
1993).

Estudos revelaram que as citocinas do perfil Th2 e fator de crescimento
tumoral beta (TGF-f) t€ém induzido fibrose subepitelial. Os eosinéfilos apresentam potente
papel no desenvolvimento do remodelamento das vias aéreas. A eosinofilia na mucosa
bronquica tem sido associada com o espessamento da membrana basal, e essas células sao
capazes de secretar mediadores fibréticos (HUMBLES et al., 2004).

Os mastdcitos sao células chave durante a fase imediata das alergias através da
degranulacdo pela ligacdo cruzada do alérgeno com IgE no FceRI (receptor de IgE de alta
afinidade), culminando na liberagdo macica de mediadores pré-formados, tais como,
histamina com potente e rapido efeito sobre os vasos sanguineos e bronquios. Isso explica a
maioria dos sintomas experimentados pelos pacientes asmaticos durante a fase imediata
(MADDOX; SCHWARTZ, 2002).

A inflamagdo das vias aéreas ¢ causada, principalmente, por infiltragdo de
leucocitos e pela liberacdo de uma diversidade complexa de mediadores inflamatorios
(KROEGEL et al., 1994). O mecanismo fisiopatologico dessa doenca tem sido alvo de
intensas investigagdes, o qual inclui anormalidades de neurotransmissores colinérgicos, nao
colinérgicos e nao adrenérgicos (NANC) tao bem quanto a disfuncao dos - receptores sobre
o musculo liso das vias aéreas (BARNES, 1989). A inflamacao periférica tem sido implicada
com alteracdes na atividade cerebral e no comportamento, influenciando o resultado de varios

fendmenos biologicos (STEINMAN, 2004).
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Weinstock (1992), demonstrou que 6rgaos com alta densidade de receptores de
neuropeptidios, como o intestino e o pulmao, sdo mais susceptiveis a inflamacdo. Joos (1995),
mostrou o envolvimento de neuropeptideos nas reagdes alérgicas (substancia P, neurocinina
A) liberados por terminagdes nervosas da mucosa bronquica, relacionando uma via
colinérgica mediada entre os sintomas asmaticos e os fatores psicossociais.

As fibras sensoriais do tipo C, sensiveis a capsaicina, encontradas dentro do
epitélio, ao redor dos vasos, € as glandulas submucosas, dentro do musculo liso bronquico,
contém substancia P e neurocinina A, que podem ser liberadas na inflamagao cronica (VAN
der VELDEN; HULSMANN, 1999). Esses neuropeptidios modulam o tonus do musculo liso
bronquico e da migracdo de leucdcitos nas vias aéreas de diferentes espécies de animais
(JOOS et al., 1996; NALINE et al., 1996; FAYON et al., 1994). Os niveis de substancia P
estdo aumentados no lavado bronquico alveolar de individuos asmaticos (NIEBER et al.,
1992). A substancia P vem sendo extensivamente estudada e considerada o mais potente
membro da familia das taquicininas. E um neurotransmissor na condugdo de estimulo
nociceptivo ¢ um modulador da neuroimunoregulacao (BLACK, 1994; GILBERT; PAYAN,
1991).

Os nervos, somatico (fibras do tipo C) e autondmico (fibras simpdticas e
parassimpdticas), estdo intimamente associados com cé¢lulas inflamatdrias, incluindo os
mastocitos, que parecem atuar como c¢lulas nervosas em algum sentido (PURCELL;
ATTERWILL, 1995). As fibras nervosas, notavelmente, 0os neurénios sensoriais que contém
substancia P, estdo anatomicamente proximas de células inflamatérias, especialmente, os
mastocitos (MCKAY; BIENNESTOCK, 1994; MIYAN; DOWNING, 2000), o que da
suporte importante na interacdo entre essas estruturas em alguns tecidos (WILLIAMS;
BERTHOUD; STEAD, 1997). Essa comunicagdo ¢ bidirecional: despolarizagao de nervos
seguido da degranulagdo de mastocitos e a ativagdo de mastocitos seguido da despolarizagdo
de nervos (KIERNAN, 1990). Existe evidéncia de um papel de “feedback”™ entre mastocitos e
nervos, particularmente as fibras do tipo C na modulagdo da rede imunoneuroenddcrina
(THEOHARIDES, 1990).

O componente emocional pode influir no desencadeamento das crises, na
persisténcia ou no agravo do sofrimento durante as crises ou nos periodos intercriticos e na
resisténcia ao tratamento (DEITOS; GASPARY, 1997). Doencas infecciosas como
tuberculose e gripe estdo relacionadas as condigdes psiquicas conscientes e inconscientes dos
individuos (MELLO, 1992). Cada vez mais se ressalta a importancia do inconsciente, porque

os seus conflitos sdo causas comuns de imunossupressao (JANSON et al., 1994).
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Apesar de numerosos relatos indicando varios aspectos de que o
funcionamento imune pode ser influenciado por estressores (ANISMAN et al., 1997), ¢
considerado que o impacto dos estressores sobre o funcionamento imune pode ser dependente
de caracteristicas do estressor empregado (severidade, ocorréncia, cronicidade e
controlabilidade) tdo bem quanto vdarias experiéncias (experiéncias anteriores com estresse
agudo e cronico) e fatores organicos, tais como: idade, sexo, espécie e linhagem de animais
(KELLER; SCHLEIFER; DEMETRIKOPOULOS, 1991 apud ADER; FELTEN; COHEN,
1991a; KUSNECOV; RABIN, 1994; RINNER et al., 1992).

Tem sido demonstrada forte associagdo entre sintomas respiratérios e
indicadores de estados psicologicos (CLARK; STARR-SCHNEIDKRAUT, 1994; HYLAND;
FINNIS; IRVINE, 1991; JANSON et al., 1994; MELLO, 1992). O que torna a asma um
problema fascinante sob a perspectiva psiconeuroimunoldgica ¢ que, por mais que fatores
genéticos aumentem o risco de expressdo da doenca, existem claros fatores ambientais que
parecem ser necessarios para sua expressao clinica (ADER; FELTEN; COHEN, 1991b).

Alteragoes no estado emocional e¢ niveis aumentados de ansiedade estdao
comumente associados com crises de asma (LAWRENCE, 2002; LEHRER; ISENBER;
HOCHRON, 1993). A angustia, associada com a doenca cronica recorrente, pode ser
responsavel pela geracdo patologica da ansiedade em pacientes que sofrem de asma a longo
prazo (DAHLEN; JANSEN, 2002; RIETVELD; EVERAERD; CREER, 2000).

A percepcao da asma pelos pacientes com doenga a longo tempo pode
influenciar sua perspectiva relativa a qualidade de vida. Entender a modulagdo da emocao
sobre o SI, bem como o SI sobre o comportamento ¢ relevante para as decisdes sobre a
terapéutica no controle da doenga, mas também para a melhora das desordens psicoldgicas
associadas com alergia cronica (COSTA-PINTO; BASSO; MOMTCHILO, 2007).

Atualmente, existem quatro classes de drogas usadas no tratamento da asma:
glicocorticoides, por sua potente acdo antiinflamatoéria; agonistas [3;-adrenérgico, pela
broncodilatacdo; teofilina e seus derivados, usados no broncoespasmo e na inflamacao;
inibidores e antagonistas de leucotrienos, como drogas broncodilatadoras e antiinflamatorias
(SAMPSON et al.,, 2000). Os anticolinérgicos podem também ser usados como
broncodilatadores, entretanto, eles sdo menos potentes do que os [r-agonistas (PIGNATTI,
2004).

O tratamento dirigido para a asma tem como objetivos aliviar os sintomas,
manter a fun¢do normal dos pulmdes e prevenir exacerbagdes com o minimo de efeitos

colaterais. Como a patogénese inflamatdria e o papel da ativacdo de célula Th2 na asma tém
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sido claros, os agentes antiinflamatdrios tornaram-se a primeira linha de terapia dessa doenga
(COHN; RAY, 2000).

Virias linhas de conduta terapéutica sao elegidas para o tratamento da asma. A
terapia tradicional corresponde primeiramente aos esterdides, (os glicocorticdides) os quais
continuam sendo a primeira linha de terapia para asmaticos com sintomas moderados ou
severos. Quando dados por via sist€émica ou localmente por inalagdo, exercem seus efeitos
antiinflamatérios sobre varios tipos de células (COHN; RAY, 2000). Portanto, corresponde a
mais potente droga antiinflamatoria usada no tratamento da asma (PIGNATTI, 2004).

Os glicocorticoides se ligam ao receptor hormonio esterdide no citosol, que se
transloca para o ntcleo e modula a expressdo de diferentes genes (RAY; ZHANG; RAY,
1995). Um dos efeitos mediados por esse receptor ¢ o antagonismo do NF-«kB (RAY;
PREFONTAINE, 1994). Tem sido mostrado que os glicocorticdides modulam as células LT
CD4+ nas vias aéreas, levando a diminuicao da expressao de RNAm para IL-4, IL-5 e IL-13,
com aumento na expressao de RNAm para IFN-y (ROBINSON et al., 1993).

O efeito antiinflamatorio dos esterdides resulta na reducdo da produgdo de
citocinas (IL-4, IL-5 e IL-13), das quimiocinas pro-inflamatorias e de outros mediadores
inflamatorios, tais como: eicosanodides, produtos derivados de eosinéfilos, moléculas de
adesdo e c¢lulas dendriticas no trato respiratorio (BARNES, 1999).

O segundo lugar na terapia tradicional da asma sdo os [-agonistas, que
representam a droga broncodilatadora mais importante usada no tratamento da asma e ¢, ao
mesmo tempo, a mais prescrita (PIGNATTI, 2004). O mecanismo molecular da a¢do dos [3-
agonistas sobre o musculo liso ¢ bem elucidado. O receptor 3, sobre o musculo liso das vias
aéreas leva a um aumento na ciclase de adenilil e no AMP ciclico intracelular. Esse aumento
promove o relaxamento do musculo liso, inibindo a broncoconstrigdo (COHN; RAY, 2000).
Paralelamente ao efeito broncodilatador dos [-agonistas na asma, também foram relatados
efeitos antiinflamatorios (JOHNSON, 1991), incluindo a reducdo dos mediadores
inflamatorios liberados pelos mastocito e pelo eosinédfilo “in vitro” (CHURCH; HIROI,
1987). Entretanto, tem sido relatado que -agonistas ndo tém efeitos antiinflamatorios in vitro
(GARDINER et al., 1994; BOULET et al., 1997).

Outros estudos demonstraram que o tratamento, a longo prazo, com [3-
agonistas pode ter efeitos deletérios sobre a resposta das vias aéreas. Causam um aumento na
hiperreatividade bronquica, e a resposta tardia ¢ mais pronunciada, sugerindo um efeito pro-

inflamatorio dessa terapia. Em estudos com animais, observou-se que o salbutamol aumentou
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a producdo de IgE em camundongos sensibilizados com antigenos e, in vitro, aumentou a
producao de IL-4, IL-5, e ndo de IFN-y (COQUERET et al., 1994; FEDYK et al., 1996).

Em adi¢do a terapia tradicional da asma, a terceira categoria consiste das
Cromonas. O mecanismo de ag¢do do cromolim sédio ¢ nedocromil sédio na asma ¢ a
prevencdo da liberacdo de mediadores de mastocitos (LEUNG et al., 1988), neutréfilos,
eosinofilos e mondcitos (KAY et al., 1987). O cromoglicato de sodio ¢ efetivo em bloquear os
efeitos de IL-4 sobre plasmocitos produtores de IgE, levando a reducao da producao de IgE in
vitro (KIMATA; MIKAWA, 1993; LOH et al., 1994). Outro mecanismo de a¢dao das
cromonas parece bloquear a via especifica Th2 e pode diminuir a atividade de mastocitos e
eosinofilos (COHN; RAY, 2000).

Novas linhas de conduta terapéutica foram eleitas para o tratamento da asma
(COHN; RAY, 2000) e correspondem a terapias que bloqueiam citocinas tipo Th2 e terapias
que estimulam as citocinas tipo Thl. Como parte da conduta no bloqueio de citocinas de
perfil Th2, encontram-se as seguintes linhas de tratamento: o recombinante soluvel de I1L-4
inalado - que se liga e sequestra IL-4, impedindo a ligacdo com o receptor de IL-4, como
também inibe a sinalizacdo de IL-13 (BORISCH et al., 1999). As IL-4 e IL-13 tém sido
consideradas importantes para a diferenciacao Th2, a producao de IgE, a eosinofilia das vias
aéreas ¢ a hiperresponsividade bronquica. A IL-13 parece ser a mais importante na produgao
de muco e hiperresponsividade das vias aéreas (COHN et al., 1999).

O inibidor soluvel da IL-13 - neutralizante de IL-13 - ¢ efetivo no tratamento
da asma. Em modelos animais, o inibidor da IL-13 reduziu a eosinofilia, a produ¢dao de muco
e a hiperresponsividade das vias aéreas. Tem papel menos importante na diferenciagdo Th2,
supressao de IFN-y e produgao de IgE , porém ¢ potente estimulo na produ¢ao de muco e na
hiperresponsividade das vias aéreas (BARNER et al., 1998; GRUNING et al., 1998).

O anti-IL-5 - estudos com animais mostraram que a inibi¢do da IL-5, com
anticorpos neutralizantes, reduziu a eosinofilia das vias aéreas (NAKAJIMA et al., 1992). O
bloqueio do recrutamento de eosinofilos nas vias aéreas resulta na diminui¢ao da inflamagao.

O GATA-3 - da célula T ¢ identificado como fator de transcri¢ao. Sao
expressos nos progenitores de linfocito T e na auséncia o desenvolvimento do linfocito T €
interrompido. Esta envolvido na subpopulag¢do de Th2, que controla todas as citocinas-chaves
(ZHANG et al., 1999). O inibidor de GATA-3 tem mostrado efeitos benéficos na asma, tais
como: inibicdo da geragdo de Th2 e reducdo na produgdao de IL-4, IL-5 e IL-13 (COHN;
RAY, 2000).
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Dentro da terapia que estimula citocinas do tipo Thl, encontram-se a
imunoterapia para alérgeno e a vacinacdo. A imunoterapia para alérgeno ¢ um tratamento
efetivo em algumas alergias, como para veneno de abelha e pdlen de grama. Porém os
resultados na asma tém sido inconsistentes (BOUSQUET; DEMDY; MICHEL, 1997).

O mecanismo pelo qual a injecdo subcutanea de alérgeno purificado melhora
alergias ndo ¢ bem definido. A imunoterapia reduz a inflamag¢do por diminuir ambos
mastdcitos e eosinodfilos, producdo de histamina e a IgE. Estudos de imunoterapia com pdlen
de grama para doenga na pele atopica e rinite alérgica mostrou uma reducdo na fase tardia e
acumulacdo de eosindfilo na pele e mucosa nasal. Esses efeitos foram associados com
aumento na produg¢do de IFN-y e expressao do gene e, em alguns casos diminui¢do na
produgdo de IL-4 e IL-5 (COHN; RAY, 2000).

A vacinacdo, induz resposta Thl no pulmdo, podendo ser alternativa na
imunoterapia para alérgeno, objetivando melhorar as alteragdes patologicas na asma. Existem
evidéncias de que efeitos imunomodulatérios da vacinacdo tém sido gerados no trato
respiratdrio apos reposta imune Th2, inibindo, assim, a inflamag¢do alérgica (COHN; RAY,
2000).

Com o aumento do reconhecimento do papel dos leucotrienos (LTs) como
importante mediadores inflamatorios, novas terapias com alvos em LTs tém sido
desenvolvidas. Farmacologicamente, existem duas vias para inibir a a¢cdo de LTs: primeiro,
através do bloqueio da via 5-lipooxigenase, cujo alvo ¢ a enzima 5-lipooxigenase ou o
bloqueio da ativacdo da proteina ativadora da 5-lipooxigenase, € assim inibindo a sintese;
segundo, através do bloqueio da interagao do LTs cisteinil (CysLTs) com seus receptores
(HOLGATE; BRADDING; SAMPSON, 1996). Ambos os tipos de compostos inibem a
sobrevivéncia de eosinéfilos por induzir apoptose (LEE et al., 2000).

Os LTs correspondem a um grupo de mediadores lipidicos que sao derivados
do 4acido araquidonico via S5-lipooxigenase (PETTERS-GOLDEN, 1998). O CysLTs
compreende os LTC4, LTD4 e LTE4, que sdo produzidos por diferentes tipos de células,
incluindo os mastocitos (MACGLASHAN et al., 1982) e os macréfagos (WILLIAMS;
CZOP; AUSTEN, 1984). Essas c¢lulas sdo residentes nas vias aéreas e capazes de liberar
CysLTs, que desempenham um papel significativo na inflamagao das vias aéreas (PIGNATTI,

2004).
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2.4 Aspectos Botanicos, Quimicos e Etnofarmacolégicos de Sida cordifolia L.

A familia Malvaceae ¢ constituida por cerca de 120 géneros e
aproximadamente 2.000 espécies (FUERTES, 1993; BRUMMITT, 1992), ocorrendo em
regides tropicais, subtropicais e temperadas, sendo restrita as Américas (CRONQUIST,
1988). Dentre os géneros da familia Malvaceae, estdo a Pavonia, Hibiscus e Abutilon
(FUERTES, 1993) e a Sida Linn (DAWAR; ALI; QAISER, 1996; SIVADASAN; ANIL-
KUMAR, 1996; FRYXELL, 1985).

O género Sida L. foi estabelecido por Linnaeus (1753), sendo considerado o
terceiro mais diverso e complexo da familia Malvaceae, compreende cerca de 250 espécies
em todo o mundo (CRONQUIST, 1981; FRYXELL, 1985; FUERTES, 1993). Fryxell (1985),
reagrupou todas as espécies do género Sida L. em onze secdes distintas, inclusive o
Cordifoliae, baseado na forma e na margem da lamina foliar, morfologia do calice, os
carpidios e 0 numero cromossomico.

A secdo Cordifoliae compreende representantes pantropicais e neotropicais. De
acordo com Fryxell (1985) e Fuertes (1993), pelo menos sete espécies existem na América do
Norte. Dentre elas, a Sida cordifolia que apresenta distribuicdo ampla, de origem pantropical,
ocorrendo ao longo das Américas e no Velho Mundo, na Africa, Asia ¢ Oceania. A segdo
Cordifoliae ¢ amplamente representativa nas regioes Nordeste e Sul e, em menor grau, na
regido Norte, no Centro-Oeste e no Sudeste (BARACHO, 1998). No Brasil, a Sida cordifolia
¢ uma espécie nativa da regido do Nordeste, popularmente conhecida como “Malva Branca”

ou Malva - branca - sedosa (Figura 1)
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Copyright/Piliatiem

Figura 1. Foto de Sida cordifola Linn (MALVACEAE).

Essa planta ¢ caracterizada por se apresentar como arbusto ou sub-arbusto (0,5
- 2 m de altura), ramificado com caules cilindricos e revestidos por pélos e folhas verde-
claras, simples, cordiformes, oval-oblongadas e com margens serreadas. Suas flores sdo
pendunculadas, dispostas em racemos axilares ou terminais (BARACHO, 1998).

Andlises fitoquimicas das folhas de Sida cordifolia tém demonstrado a
presenga de aminas simpatomiméticas, efedrina, pseudoefedrina (potente vasoconstrictor),
vasocinona (GHOSAL; CHAUHAN; MEHTA, 1975) e vasicina, sendo esta ultima o
alcaloide de maior teor (GUNATILAKA et al., 1980). A Sida cordifolia contém,
principalmente, alcaldides, Oleos, esterdides, resina, acidos de resina, mucina e nitrato de

potassio (DIWAN; KANTH, 1999).
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Segundo Chopra (1982), a efedrina foi identificada como o principal alcaléide.
Andlises recentes revelam que a efedrina e a y-efedrina constituem a maioria dos alcaloides
das partes aéreas. Das raizes e das partes aéreas também foram obtidos os 6-feniletilamina, as
triptaminas carboxiladas, os alcaldides quinazolina, a hipaforina, a vasicina e o vasicinol em
quantidades varidveis (GHOSAL; CHAUHAN; MEHTA, 1975).

No Brasil essa planta ¢ usada na medicina popular para o tratamento de
estomatites, blenorragia, asma, bronquites e congestdo nasal (BALBACH, 1978). Na India, a
Sida cordifolia ¢ usada na Ayurveda (Sistema Indiano de Medicina) para atividades
antireumatica e antipirética (MUZAFFER, 1991). O efeito demulcente e laxativo ¢ relatado
com as sementes. Nas raizes, foram encontradas propriedades diuréticas e tonicas. A raiz
também ¢ utilizada nas desordens do sistema nervoso para hemiplegia e paralisia facial
(RASTOGI; MALHOTRA, 1985; THE WEALTH OF INDIA, 1972).

Virios estudos farmacoldgicos mostram que Sida cordifolia apresenta diversas
atividades biologicas, dentre as quais destacam-se a laxativa e diurética (RASTOGI;
MALHOTRA, 1985), a antiinflamatoria e analgésica (KANTH; DIWAN, 1999;
FRANZOTTI et al., 2000), a hipoglicémica (KANTH; DIWAN, 1999), a antiasmatica, a
descongestionante nasal (BALBACH, 1978), a antiviral (HATTORI et al, 1995), a
bactericida (BOILY; PUYVELDE, 1986), a antifungica (VIJAYALAKSHIMI; MISHRA;
PRASAD, 1979) e a capacidade regenerativa do figado (ANTONIOLLI et al., 2006).

O extrato aquoso de Sida cordifolia mostrou interferéncia na via
ciclooxigenase (biossintese de prostaglandina), mas nao na via lipooxigenase. Esse fato levou
a sugerir que o extrato de Sida cordifolia apresenta propriedades analgésicas e anti-
inflamatorias por interferir com a via ciclooxigenase (FRANZOTTI et al., 2000).
Recentemente, Franco et al. (2005), demonstraram que o extrato hidroalcodlico das folhas de
Sida cordifolia induziu diminuicao da atividade locomotora sem interferir na coordenagao
motora, mostrando, assim, um efeito depressor do SNC.

Muito se tem a estudar acerca dos produtos naturais. Atualmente, estima-se
que aproximadamente 420.000 espécies existem na natureza (VUORELA et al., 2004), e
menos que 10 % foram investigadas com vista ao descobrimento de propriedades terapéuticas.
Segundo outras estimativas, esse percentual de plantas pesquisadas ¢ menor, inferior a 0,5 %
(FERREIRA, 1998).

O interesse em investigar os produtos de plantas com atividade sobre o
sistema imune se justifica devido a possiveis aplicagdes em varios processos fisiopatdlogicos,

tais como: asma, artrite, infecg@o e outros.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

= Contribuir para o estudo cientifico de plantas e substancias bioativas dando enfase a

interagao entre o SNC e SI.

3.2 Especificos

* Analisar a resposta comportamental em camundongos BALB/c sensibilizados e

desafiados com ovalbumina;

» Investigar os efeitos do extrato hidroalcodlico bruto de Sida cordifolia L. no perfil
comportamental e imunologico em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados

com ovalbumina;

= Avaliar os efeitos do diazepam, dexametasona e salbutamol no perfil comportamental
e do diazepam e salbutamol na resposta imunoldgica em camundongos BALB/c

sensibilizados e desafiados com ovalbumina
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4. ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos isogénicos
da linhagem BALB/c, machos, com 6 — 8 semanas, pesando entre 20 — 25 g, e ratos Wistar
(Rattus norvegicus), machos, pesando entre 150 — 200 g, com aproximadamente trés meses de
idade. Todos os animais foram provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George, no Nucleo
de Pesquisa em Produtos Naturais (NPPN) do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof.
Delby Fernandes de Medeiros” (LTF/UFPB).

No biotério, os animais eram alojados em gaiolas de polietileno, contendo
cinco ratos ou 20 camundongos em cada gaiola, mantidos sob condi¢cdes monitoradas de
temperatura equivalente a 21 £ 1 ° C, com livre acesso a uma dieta controlada, a base de ragao
tipo pellets (Purina) e dgua disponivel em garrafas de polietileno com bico de inox, colocadas
na parte superior da grade metélica da gaiola. Os animais eram mantidos em ciclo claro /
escuro de 12 hs, sendo a fase clara de 06h00 as 18h00, e a fase escura de 18h00 as 06h00. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do LTF/UFPB
quanto ao uso dos animais experimentais (Parecer N ° 1101/03).

Os animais foram transferidos para a sala de experimentos, sem alimento e
dgua, no minimo, com 30 min de antecedéncia a realizagdo dos testes, que eram realizados
nos horarios compreendidos entre 08h00 e 12h00, visando minimizar as possiveis alteragdes
na resposta comportamental do animal bem como a adaptagcdo ao novo ambiente. A cada troca
de animal, o local era higienizado com alcool a 30 % para evitar qualquer interferéncia de
possiveis residuos deixados por outro animal (VAZQUEZ-FREIRE; LAMELA; CALLEJA,
1994).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material botanico

As folhas de Sida cordifolia L. (MALVACEAE) foram coletadas no horto
botanico da Universidade Federal de Sergipe (UFS), na cidade de Aracaju, no Estado de
Sergipe. A identificagdo da planta foi realizada pelo Setor de Botanica do Departamento de
Biologia da mesma Universidade, e seu exemplar (exsicata n® 30171) foi depositado no

Herbario do Departamento de Biologia da UFS e registrado pelo botanico Dr. C Dias Silva Jr.

5.2 Substincias

Todas as substancias utilizadas neste estudo estdo relacionadas no Quadro 1,
abaixo, com as respectivas doses ou concentracdes empregadas, e foram preparadas antes dos
experimentos e administradas por via intraperitoneal (i.p.) ou via oral (v.0.), no volume de 0,1
mL/10 g de peso de camundongo ¢ 0,1 mL / 100 g de peso de rato, exceto os animais tratados
com salbutamol, que foram tratados por via subcutanea (s.c.). As doses de EHSc foram

preparadas a partir do extrato bruto e diluidas em solucdo de NaCl 0,9 % ou dgua destilada.
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Quadro 1. Relagdo das substancias utilizadas nos estudos farmacologicos.

NOME FONTE DOSE / CONCENTRACAO
Azul de Evans Sigma (EUA) 1%
Cloreto de sodio Merck (Brasil) 0,9 %
Diazepam CEME (Brasil) 0,5 mg/kg
Dexametasona Sigma (EUA) 0,1 mg/kg
EHSc LTF / UFPB 100, 200, 400 mg/kg
Eter Lafari (Brasil) 50 %
Hidroxido de aluminio Vetec 2,25 mg/kg
Ovalbumina Sigma (EUA) 10 pg
Salbutamol Sigma (EUA) 5, 10, 20 mg/kg
Tiopental Cristalia (Brasil) 45 mg/kg
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5.3 Equipamentos

5.3.1 Placa perfurada

O aparelho de placa perfurada (Ugo Basile-Itadlia, modelo 6650) ¢ uma
plataforma de formato quadrado, medindo 40 x 40 cm, contendo 16 orificios de 3 cm de
diametro, acoplados a fotocélulas sensiveis ao mergulho da cabeca do animal, as quais sdo
conectadas a central que registra, de forma cumulativa, o nimero de mergulhos e contém
dispositivos para ligar e zerar o aparato. Essa estrutura ¢ posicionada a 18 cm do balcao,

através de dois suportes localizados nas duas laterais do mesmo (Figura 2).

Figura 2. Aparelho de placa perfurada.
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5.3.2 Labirinto em cruz elevado

Confeccionado em madeira, esse aparelho possui dois bragos fechados,
medindo 50 cm de comprimento por 10 cm de largura, com paredes de 40 cm de altura e dois
bragos abertos medindo cerca de 50 cm de comprimento por 10 cm de largura e paredes de 2
cm dispostos alternadamente, num angulo de 90 °, com uma plataforma no centro medindo 18
x 18 cm. Esse aparato ¢ colocado sobre um suporte (34 x 34 cm), com 50 cm elevado do solo

(Figura 3).

Figura 3. Aparelho do labirinto em cruz elevado.
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5.4 Metodologias

5.4.1 Processo para a obtencao do extrato hidroalcoolico das folhas de Sida cordifolia L.

(EHSc)

As folhas da Sida cordifolia L. foram desidratadas em estufa a 40 £ 1 ° C,
trituradas em moinho especial e guardadas em frascos estéreis. Apos serem pulverizadas,
essas folhas foram submetidas a extracdo em Soxhlet com etanol a 70 %, com temperatura em
torno de 50 °C por 72 hs. Depois de filtrado, o material foi concentrado em rotavapor a 50 + 5
°C por 48 hs, fornecendo um produto viscoso de cor verde-escura. Esse material, denominado
de extrato hidroalcodlico, foi submetido a liofilizagdo por 8 hs, fornecendo assim o EHSc,

com um rendimento de 17,8 % (Figura 4)
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Folhas secas e pulverizadas (494

Extracao no Soxhlet em EtOH 70 %
Filtracao

Rotavapor

Extrato hidroalcoolico concentrado (91

Liofilizacao

Extrato hidroalcooélico bruto (88 g)

Figura 4. Processo para a obten¢do do Extrato Hidroalcolico Bruto a partir das partes aéreas

de Sida cordifolia.

5.4.2 Triagem farmacologica comportamental

A triagem farmacoldgica comportamental ou avaliacdo dos efeitos gerais ¢ o
primeiro passo para se pesquisar a agao de determinada droga ou extrato de planta medicinal e
também nos indica alguma possivel atividade farmacolégica (MATTEI; FRANCO, 2006).
Essa metodologia possibilita o direcionamento do estudo psicofarmacolédgico para a utilizagao
de testes que levem a caracterizagdo do efeito especifico.

A acgdo farmacoldgica caracteriza-se por efeito no SNC, efeito autondmico e
morte. Os sinais comportamentais sugestivos de a¢do no SNC podem ser: estimulantes -

agressividade, ambulagdo aumentada, convulsdes, tremores, autolimpeza, levantar,
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irritabilidade, vocalizagdo, saltos, entre outros; ou depressores - ambulacdo diminuida,
analgesia, resposta ao toque diminuida, ataxia, catatonia, sedagdo, reflexo de endireitamento e
etc. Os efeitos autonOmicos correspondem a cianose, constipacdo, defecacdo, diarréia,
micg¢do, respiracdo, forga para agarrar, piloerecao, lacrimejamento e tonus muscular. Outro
efeito diz respeito a evidencia de mortes (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006 apud ALMEIDA,
2006).

Nessa metodologia, foram utilizados camundongos BALB/c (n = 8), divididos
em grupos: controle tratado com veiculo - salina (i.p.) ou agua destilada (v.0.) e experimental
(droga teste) - tratado com EHSc nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, via i.p. ou v.o. Os
animais foram tratados e colocados em gaiolas de arame para observagdo. O tempo total de
observacao foi de 24 hs para o n sendo os sinais anotados nos intervalos de 30, 60, 120, 180 e

240 min.

5.4.3 Protocolo de sensibilizacdo e desafio com OVA

O protocolo de sensibilizagio foi realizado no 1° e 14° dias com 0,5 mL (i.p.)
de uma suspensao contendo 10 ug de OVA em 2,25 mg de hidroxido de aluminio — Al (OH);
(OSHIBA et al., 1996). A suspensdao foi preparada pesando-se 1 mg de OVA, que foi
dissolvida em 10 mL de solucgdo salina. Essa solugdo foi diluida para se obterem 20 pg/mL,
em seguida, 45 mg de Al (OH); foram dissolvidos nesta ultima solucao e inoculada em cada
animal.

Na realizacdo desse protocolo, foram utilizados grupos de camundongos
BALB/c (n = 8) tratados com EHSc nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, administradas por
vias i.p. ou v.o.; DZP (0,5 mg/kg, i.p.), DEX (0,1 mg/kg, i.p.) ou SBL (5 mg/kg, s.c.). Apds 1
h dos respectivos tratamentos, os camundongos BALB/c foram sensibilizados com a
suspensao de OVA (i.p.).

Os animais tratados com salina e que receberam a suspensdo de OVA foram
considerados grupo controle positivo (OVA), enquanto que os tratados com salina ou agua e
que receberam salina 0,9 % (i.p.) ou agua destilada (v.0.), ao invés da suspensdo de OVA,
foram considerados grupo controle negativo (salina ou agua).

No 21° dia de sensibiliza¢do, os camundongos BALB/c dos grupos: controle

positivo (OVA) e experimentais - EHSc (100, 200 ou 400 mg/kg, i.p. ou v.o.); DZP (0,5
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mg/kg, i.p.), DEX (0,1 mg/kg, i.p.) ou SBL (5 mg/kg, s.c.) - foram tratados e, 1 h depois dos
tratamentos foram desafiados por inalagdo intranasal (i.n.) sob um fluxo continuo, com
aerossol de OVA 1 % durante 40 minutos, em uma camera fechada, através do nebulizador
(RANDOLPH et al., 1999). Os grupos controles negativos (salina ou agua) nao sensibilizados

com OVA receberam o desafio com aerossol de salina.

5.4.4. Metodologias para avaliar os efeitos comportamentais e imunolégicos do EHSc,

DZP, DEX ou SBL em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA.

A interacdo entre o SNC e o SI foi investigada através do perfil
comportamental e da resposta imunoldgica respectivamente. A seqiiéncia dos protocolos
encontra-se descrita na Figura 5 objetivando uma melhor compreensdo da complexa rede de

interagao.
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Tratamento (s) EHSc, DZP, DEX ou SBL

1h anés

Sensibilizacao com OVA (1° e 14° dia)

*Desafio com OV A (21° dia)

Analise Comportamental

Teste da Placa Perfurada Teste do Labirinto em Cruz

Elevado
AN

Analise Imunolégica

R diac anas n

Tratamento (s) EHSc, DZP, DEX ou SBL '

Teste de Hipersensibilidade Cutanea
Imediata

Sanori

Teste de Anafilaxia Cutanea Passiva '

Figura 5. Sequéncia dos procedimentos experimentais utilizados na verificacao da interagao
do SNC e SI.
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5.4.4.1 Teste da placa perfurada

O teste da placa perfurada foi introduzido, primeiramente, por Boissier e
Simon (1962; 1964), que ofereceram um método simples para medir a resposta de um animal
em ambiente ndo familiar. Baseia-se na observagdo de que a atividade de mergulhos dos
animais ¢ inversamente proporcional ao estado de ‘“ansiedade” dos mesmos (FILE;
WARDILL, 1975). Esse teste tem como objetivo avaliar a emocionalidade, a ansiedade e/ou a
resposta por estresse em animais (RODRIGUEZ; BROITMAN; FOSCOLO, 1987), e suas
vantagens ¢ que varios comportamentos podem ser realmente observados e quantificados,
promovendo uma descricdo compreensiva do comportamento exploratério do animal
(TAKEDA; TSUJI; MATSUMIYA, 1998).

Camundongos BALB/c (n = 8) dos grupos: controle negativo (salina ou agua);
controle positivo (OVA) e experimentais - EHSc (100, 200 ou 400 mg/kg, i.p. ou v.0.), DZP
(0,5 mg/kg, i.p.), DEX (0,1 mg/kg, i.p.) ou SBL (5 mg/kg, s.c.) foram tratados e ap6s 30 min
do desafio com salina ou OVA, os animais dos respectivos grupos foram colocados
individualmente no centro da placa, onde, por um periodo de 5 min, registrou-se a locomog¢ao
ou ambulagdo através do numero de quadrados percorridos (SILVA; ELISABETSKY, 2001)
e a atividade exploratdria através do nimero de mergulhos (MONNIER; LALONDE, 1995).
Antecedendo a exposicao de cada camundongo, o aparato era higienizado com solugdo de

etanol a 30 % (GRAEFF et al., 1996).

5.4.4.2 Teste do labirinto em cruz elevado

O teste Labirinto em Cruz Elevado foi utilizado por Handley e Mithani, em
1984, para rato e Pellow em 1985, para camundongo a partir de um modelo criado por
Montgomery, em 1955 (PEREZ et al., 1998). Esse modelo baseia-se no conhecimento de que
ratos e outros roedores evitam locais abertos ¢ elevados. Quando neles confinados, mostram
sinais de medo (congelamento, defecagdo e miccdo) e aumento do nivel plasmatico do
horménio do estresse - cortisona (GRAEFF; GUIMARAES, 2000).

E largamente usado em modelo animal de ansiedade (GRAEFF et al., 1996;

HOGG, 1996), e seu objetivo ¢é verificar os possiveis efeitos ansioliticos ou ansiogénicos das
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substancias, uma vez que drogas ansioliticas levam o animal ao aumento do nimero de
entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, enquanto que as drogas ansiogénicas
induzem ao aumento dos mesmos parametros nos bragos fechados (PELLOW et al., 1985;
LISTER, 1987).

Camundongos BALB/c (n = 8) dos grupos: controle negativo (salina ou agua);
controle positivo (OVA) e experimentais - EHSc 100, 200 ou 400 mg/kg, i.p. ou v.o.), DZP
(0,5 mg/kg, i.p.); DEX (0,1 mg/kg, i.p.) ou SBL (5 mg/kg, s.c.) foram tratados e ap6s 30 min
do desafio com salina ou OVA, os animais desses grupos foram colocados, individualmente,
no centro do aparelho e, durante 5 min, observou-se o indice de ansiedade através dos
parametros: nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos (PELLOW et
al., 1985; LISTER, 1990; RATES et al., 1996; GUARALDO et al., 2000). A entrada do
animal era definida quando ele colocava as quatro patas dentro do mesmo brago
(VASSILIEFF et al., 1998). A cada troca de animal procedia-se a limpeza do aparelho
(MONNIER; LALONDE, 1995).

5.4.4.3 Teste de hipersensibilidade cutinea imediata

A reacdo de hipersensibilidade cutdnea imediata ¢, freqiientemente,
evidenciada na pele, no nariz € na conjuntiva de individuos atdpicos. Essa reagdo se inicia
dentro de minutos do desafio antigénico (ZWAIMANN, 1995).

Trés dias apés o desafio com aerossol de salina 0,9 % ou OVA 1 %, os
camundongos BALB/c (n = 16) dos grupos: controle negativo (salina ou agua), controle
positivo (OVA), experimentais - EHSsc (100, 200 ou 400 mg/kg, i.p. ou v.0.), DZP (0,5
mg/kg, i.p.) ou SBL (5 mg/kg, s.c.) e padrdo - DEX (0,1 mg/kg, i.p.)foram tratados e, apds 1 h
dos respectivos tratamentos, os animais receberam injecdes de 20 uL, via subcutanea (s.c.), de
salina, na pata direita, ¢ 20 uL de uma solu¢ao de OVA 20 mg/mL na pata esquerda. As patas
direita e esquerda do animal foram medidas individualmente antes das inoculagdes (medida
basal — 0) e ap6s 30, 60 e 120 min, dos respectivos tratamentos. As medidas das patas (mm)

foram realizadas com a ajuda de um paquimetro (FACINCONE et al., 1997).
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5.4.4.4 Teste de anafilaxia cutinea passiva

Apo6s a ultima leitura da medida das patas no teste de hipersensibilidade
cutanea imediata, camundongos BALB/c dos grupos selecionados foram anestesiados com
éter etilico e sangrados pelo plexo braquial com o auxilio de pinga e tesoura. O sangue foi
coletado com pipeta de Pasteur, transferido para tubos do tipo ependorft, e levado a geladeira
com inclinagdo de 45 ° para facilitar a retragdo do coagulo e a obtengao do soro. Apds 24 hs o
sangue foi centrifugado a 1800 rpm durante 5 minutos para obten¢do das amostras de soro.
Estas foram entdo coletadas, aliquotadas, etiquetadas e congeladas a 20 °C até a realizagdo do
teste de anafilaxia cutanea passiva.

Anticorpos IgE sao detectados no soro de animais sensibilizados. As amostras
de soro de camundongos BALB/c (n = 16) dos grupos: controle positivo (OVA),
experimentais - EHSc (100, 200 ou 400 mg/kg, i.p. ou v.0.), DZP (1 mg/kg, i.p.) ou SBL (20
mg/kg, s.c.) e padrdo - DEX (1 mg/kg, i.p.) foram descongeladas e diluidas em salina 0,9 % -
1:2 até 1:512 com razao 2. Da mesma forma, os soros de animais dos grupos controle
negativo (salina ou 4gua) também passaram pelos mesmos procedimentos.

As diluigdes de soro (50 puL) foram inoculadas em diferentes sitios dos dorsos
de ratos Wistar previamente depilados. Apos 48h00, os ratos foram anestesiados com
tiopental (45 mg/kg, i.p.), e as caudas lavadas com agua e sabdo para realizar o desafio
antigénico. Para tal, injeta-se uma solu¢do do corante Azul de Evans 1% e 2,0 mg/kg de OVA
(0,5 mL) na veia da cauda do animal. Apos 30 min, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, e o didmetro das manchas formadas no dorso foi medido com o auxilio
de uma régua. O titulo de Ig OV A-especifica foi determinado pela maior dilui¢do do soro

capaz de promover mancha mensuravel - > 5 mm (HOLT et al., 1981).

5.4.4.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + e.p.m. e testados com andlise de

variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Dunnett’s e o Teste “t” de Student ndo pareado e
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considerado significativos quando apresentaram um valor de p < 0,05. Todos os dados foram

analizados com o software Graph Pad Prism versdo 3,02.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito do EHSc na triagem farmacolégica comportamental

Os camundongos BALB/c tratados com EHSc na dose de 100 mg/kg via i.p.
apresentaram discreta sedagdo e reducao da ambulagdo aos 60 e 120 min. Os animais tratados
com EHSc, nas doses de 200 ou 400 mg/kg (i.p.), mostraram aumento de sinais depressores do
S.N.C. com evidéncia de sedagdo. Entretanto, o tratamento com EHSc, nas doses de 100, 200,
400 mg/kg (v.0.), induziu discretos sinais depressores do SNC, com redugdo da ambulagdo. O
QUADRO 2 mostra o resumo das principais alteragdes comportamentais observadas em
camundongos tratados com EHSc, administrado por via i.p. J& o QUADRO 3 destaca as

principais alteragdes comportamentais observadas em animais tratados por v.o.
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Quadro 2. Efeito do EHSc administrado via i.p. na triagem farmacoldgica comportamental
em camundongos BALB/c.

(nll)go/sl:g) ];fnnill?)o Principais efeitos comportamentais observados
30 Diminui¢ao da ambulagao
60 Discreta sedacdo, Analgesia, diminuicdo da ambulagdo e da
resposta ao toque
100 120 Discreta sedacdo, Analgesia, diminuicdo da ambulagdo e da

resposta ao toque
180 Analgesia, diminui¢do da ambulacdo e da resposta ao toque
240 Sem efeito

30 Diminui¢ao da ambulagao
60 Sedagdo, analgesia, diminui¢do da ambulacdo e da resposta
ao toque
200 120 Sedagdo, analgesia, diminui¢do da ambulacdo e da resposta
ao toque
180 Sedacdo, diminui¢dao da ambulacdo e da resposta ao toque
diminuida
240 Discreta diminui¢do da ambulacao
30 Diminui¢ao da ambulagao
60 Sedac¢ao, analgesia, diminui¢do da ambulagdo e da resposta
ao toque diminuida
400 120 Sedac¢ao, analgesia, diminui¢do da ambulagdo e da resposta
ao toque
180 Sedagao, diminui¢do da ambulagdo e da resposta ao toque

240 Discreta diminui¢do da ambulacao
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Quadro 3. Efeito do EHSc administrado v.o. na triagem farmacoldgica comportamental em

camundongos BALB/c.
Dose Tempo Principais efeitos comportamentais observados
(mg/kg) (min)
30 Discreta diminui¢do da ambulacao
60 Diminui¢do da ambulagdo e da resposta ao toque
100 120 Diminui¢do da ambulac¢do e da resposta ao toque
180 Discreta diminui¢do da ambulacdo e da resposta ao toque
240 Sem efeito
30 Diminui¢do da ambulagdo
60 Diminui¢ao da ambula¢do e da resposta ao toque
200 120 Reducdo da ambulacdo e da resposta ao toque
180 Discreta diminui¢do da ambulacdo e da resposta ao toque
240 Sem efeito
30 Diminui¢do da ambulagdo
60 Diminui¢ao da ambula¢do e da resposta ao toque
400 120 Reducdo da ambulacdo e da resposta ao toque
180 Diminui¢ao da ambula¢do e da resposta ao toque
240 Discreta diminui¢ao da ambulagao
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6.2 Efeito da OV A no perfil comportamental

6.2.1 Efeito da OV A no teste da placa perfurada

Conforme os parametros analisados: nimero de mergulhos e de quadrados
percorridos, a sensibilizagdo e desafio com OVA em camundongos BALB/c induziu
diminui¢do significativa do nimero de mergulhos (19,3 + 2,1) quando comparado com os
grupos controle negativo salina (35,8 + 3,1) ou 4agua (34,6 £ 3,7) ap6s 30 min do desafio com
OVA (Figura 6 A). Evidenciou-se também que a sensibilizacio com OVA induziu redugdo
significativa do nimero de quadrados percorridos (7,6 £ 0,8) quando comparado com os
grupos controles - salina (16,7 £ 2,5) ou 4gua (14,4 = 1,7) ap6s 30 min do desafio com OVA
(Figura 6 B).
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Figura 6. Efeito da OVA sobre a atividade exploratéria e locomotora no teste da placa
perfurada em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA. O nimero de
mergulhos (A) e o nimero de quadrados percorridos (B) foram avaliados em grupo de animais
tratados com salina e sensibilizados com OVA (OVA) vs grupo salina ou agua aos 30 min apds o
desafio antigé€nico. Os resultados sdo expressos em média * e.p.m. (n = 8). Valores de ** p < 0,01
e *** p < 0,001 foram considerados significativos quando comparados com o grupo salina ou agua
(Teste “t” de Student ndo pareado).
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6.2.2 Efeito da OV A no teste do labirinto em cruz elevado

Para confirmar os dados prévios sobre o perfil comportamental de doenga,
induzido pela OVA em camundongos BALB/c, realizado no teste da placa perfurada, seguiu-
se com o teste do labirinto em cruz elevado para analisar o indice de ansiedade desses
animais. Os animais do grupo OVA apresentaram diminui¢do significativa (p<0,05) do
nimero de entradas nos bragos abertos (2,0 = 0,6), quando comparado com os animais dos
grupos controles salina (8,0 £ 1,2) ou agua (5,5 = 1,3) (Figura 7 A). Da mesma forma, os
animais do grupo OVA, apresentaram reducdo significativa (p<0,01) do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (1,5 = 0,5 s) vs grupo controle salina (82,8 = 22,1 s) ou agua

(50,0 £ 18,4 s) aos 30 min, apods o desafio com OVA (Figura 7 B).
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Figura 7. Efeito da OVA sobre a atividade exploratéria no teste do labirinto em cruz elevado
em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA. O nimero de entradas (A) ¢ o
tempo de permanéncia nos bracos abertos (B) foram avaliados em grupo de animais tratados com
salina e sensibilizados com OVA (OVA) vs grupo salina ou agua aos 30 min ap6s o desafio
antigénico. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m. (n = 8). Valores de * p < 0,05 ¢ ** p <
0,01 foram considerados significativos quando comparados com o grupo salina ou adgua (Teste “t”
de Student ndo pareado).
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6.3 Efeitos do EHSc nas metodologias comportamental e imunologica em camundongos

BALB/c¢ sensibilizados e desafiados com OVA

6.3.1 Efeito do EHSc no teste da placa perfurada

Os animais tratados com EHSc nas doses de 100 ou 200 mg/kg (i.p.) e
sensibilizados com OV A nao apresentaram diferencas significativas, quanto ao niumero de
mergulhos em relagdo ao grupo ndo tratado OVA. Contudo, os animais tratados com
EHSc na dose de 400 mg/kg (i.p.) apresentaram aumento da atividade exploratéria com
valores significativos (p<0,001) observados através do numero de mergulhos (37,6 £ 4,5)
quando comparado com o grupo OVA (19,3 £ 2,1) ap6és 30 min do desafio com OVA
(Figura 8 A). Contudo, os animais tratados com EHSc nas doses de 100, 200 ou 400
mg/kg (i.p.) ndo apresentaram diferengas significativas do numero de quadrados

percorridos em relagdo ao grupo OVA (Figura § B).
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Figura 8. Efeito do EHSc nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, via i.p. sobre a atividade
exploratoria e locomotora no teste da placa perfurada em camundongos BALB/c sensibilizados ¢
desafiados com OVA. Camundongos foram tratados com EHSc 1 h antes de cada sensibilizagdo ¢
desafio com OVA. O numero de mergulhos (A) e o nimero de quadrados percorridos (B) foram
avaliados em grupo de animais tratados com EHSc vs grupo OVA aos 30 min apds o desafio
antigénico. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m. (n = §). Valores de *** p < 0,001
foram considerados significativos quando comparados com o grupo OVA (ANOVA seguido do
Teste de Dunnett).
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Uma vez realizado o estudo com o EHSc administrado por via i.p., iniciou-
se a investigagdo do EHSc administrado por via oral. Observou-se que camundongos
BALB/c, tratados com EHSc nas doses de 100 ou 200 mg/kg (v.o.) e sensibilizados com
OVA, ndao mostraram diferencas significativas do nimero de mergulhos em relacdo ao
grupo OVA. Entretanto, o tratamento com a dose de 400 mg/kg (v.0.) induziu ao aumento
significativo (p<0,001) do nimero de mergulhos com 39,9 £ 5,6 vs grupo OVA com 19,3
+ 2,1 depois de 30 min do desafio com OV A (Figura 9 A).

Por outro lado, os camundongos BALB/c tratados com EHSc nas doses de
100, 200 ou 400 mg/kg (v.0.) ndo apresentaram diferengas significativas do namero de
quadrados percorridos em relagdo ao grupo OVA apo6s 30 min do desafio com OVA

(Figura 9 B).
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Figura 9. Efeito do EHSc nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, v.o. sobre a atividade
exploratdria e locomotora no teste da placa perfurada em camundongos BALB/c sensibilizados e
desafiados com OVA. Camundongos foram tratados com EHSc 1 h antes de cada sensibilizagdo ¢
desafio com OVA. O numero de mergulhos (A) e o nimero de quadrados percorridos (B) foram
avaliados em grupo de animais tratados com EHSc vs grupo OVA aos 30 min apds o desafio
antigénico. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m. (n = 8). Valores de *** p < 0,001
foram considerados significativos quando comparados com o grupo OVA (ANOVA seguido do
Teste de Dunnett).
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6.3.2 Efeito do EHSc no teste do labirinto em cruz elevado

Os camundongos BALB/c sensibilizados e tratados com EHSc, na dose de
100 ou 200 mgkg (i.p.), apresentaram aumento significativo (p<0,001; p<0,05
respectivamente) do numero de entradas nos bragos abertos (6,8 £ 1,1; 4,9 £ 0,8) quando
comparados com o grupo OVA (2,0 £ 0,6), aos 30 min ap6és o desafio com OVA.
Contudo, os animais tratados com EHSc, na dose de 400 mg/kg (i.p.), ndo apresentaram
diferencas significativas vs grupo OVA (Figura 10 A).

Evidenciou-se também que o tratamento com EHSc, nas doses de 100 ou
200 mg/kg (i.p.), induziu ao aumento significativo (p<0,05) do tempo de permanéncia nos
bracos abertos com valores de 83,0 £ 22,4 s; 72,1 + 27,1 s respectivamente, quando
comparado com o grupo OVA, cuja média foi 1,5 + 0,5 s, ap6és 30 min do desafio com
OVA. Por outro lado, a dose de 400 mg/kg (i.p.) ndo induziu diferenca estatistica desse
parametro vs grupo OVA (Figura 10 B).
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Figura 10. Efeito do EHSc nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, via i.p. sobre a atividade
exploratoria no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos BALB/c sensibilizados ¢
desafiados com OVA. Camundongos foram tratados com EHSc 1 h antes de cada sensibilizagdo ¢
desafio com OVA. O nimero de entradas (A) e tempo de permanéncia (B) nos bragos abertos foi
avaliado em grupo de animais tratados com EHSc vs grupo OVA aos 30 min apos o desafio
antigénico. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m. (n = 8). Valores de * p < 0,05, *** p <
0,001 foram considerados significativos quando comparados com o grupo OVA (ANOVA seguido
do Teste de Dunnett).
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Dando continuidade aos experimentos direcionou-se para a avaliagdo do
EHSc administrado por via oral. Os camundongos BALB/c, tratados com EHSc, nas doses
de 100, 200 ou 400 mg/kg (v.o.) sensibilizados com OVA, apresentaram aumento
significativo (p<0,001) do numero de entradas nos bragos abertos com valores de 7,4 +
0,6; 7,4 £ 1,0; 6,5 £ 0,8 respectivamente, quando comparados ao grupo OVA, com 2,0 +
0,6, apds 30 min do desafio com OVA (Figura 11 A).

Nos animais tratados com EHSc, nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg
(v.0.), também foi evidenciado aumento de forma significativa (p<<0,001) do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (112,3 + 23,0 s; 753 + 84 s; 75,6 £ 12,6 s)
respectivamente, em relagdo ao grupo OVA, com 1,5 + 0,4 s apds 30 min do desafio com

OVA (Figura 11 B).
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Figura 11. Efeito do EHSc nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, v.o. sobre a atividade
exploratoria no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos BALB/c sensibilizados ¢
desafiados com OVA. Camundongos foram tratados com EHSc 1 h antes de cada sensibilizagdo e
desafio com OVA. O niimero de entradas (A) e o tempo de permanéncia (B) nos bragos abertos foi
avaliado em grupo de animais tratados com EHSc vs grupo OVA aos 30 min apos o desafio
antigénico. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m. (n = 8). Valores de *** p < 0,001
foram considerados significativos quando comparados com o grupo OVA (ANOVA seguido do
Teste de Dunnett).
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6.3.3 Efeito do EHSc no teste de hipersensibilidade cutinea imediata

Camundongos BALB/c sensibilizados com OVA apresentaram aumento
significativo (p<0,001) do didmetro de patas aos 30 (30,9 + 3,6); 60 (27,0 £ 2,9) e 120 min
(25,1 £ 1,8) quando comparados com os animais do grupo controle negativo (Salina) ndo
sensibilizado aos 30 (6,75 £ 1,0); 60 (5,2 = 1,4) e 120 min (7,6 + 2,0), apos inoculacdo da
OVA

O tratamento com EHSc, administrado por via i.p., reduziu de frma
significante (p<0,001) o didametro de pata nas doses de 100 mg/kg aos 30 (11,7 £2,1), 60 (5,8
+ 1,3) e 120 min (4,1 £ 1,2); 200 mg/kg aos 30 (9,8 £ 1,3), 60 (8,4 =+ 1,3) e 120 min (5,8 £
1,2) e 400 mg/kg aos 30 (20,1 £ 2,0), 60 (13,8 =+ 1,8) e 120 min (13,2 £ 1,6) quando
comparado com o grupo OVA (Figura 12 A).

O tratamento com EHSc, administrado por v.o., também atenuou de forma
significativa (p<0,001) o edema de pata nas doses de 100 mg/kg, aos 30 (13,5 £ 1,6), 60 (8,3
+ 1,6) e 120 min (8,9 + 1,5); 200 mg/kg, aos 30 (10,0 + 2,3), 60 (12,5 £ 2,1) e 120 min (7,4 =
1,2) e 400 mg/kg, aos 30 (15,6 £ 2.4), 60 (10,6 £ 1,9) e 120 min (9,4 £ 1,6) em relagdo ao
grupo OVA, apo6s inoculagao de OVA (Figura 12 B).

Da mesma forma, os animais do grupo padrao tratados com DEX na dose de
0,1mg/kg apresentaram reducao significativa (p< 0,001) aos 30 min (7,3 £ 1,6), 60 (6,3 £ 1,6)
e 120 min (3,8 £ 1,1) quando comparado com o grupo OVA (30,9 £+ 3,6 — 30 min; 27,0 + 2,9
— 60 min; 25,1 £ 1,8 — 120 min) apds a inoculagdo da OVA.

Os valores do tempo basal dos grupos Salina, OVA, EHSc (100, 200 ou 400
mg/kg, i.p. ou v.0.) e DEX (0,1 mg/kg) ndo apresentaram diferencas estatisticas quanto ao

didmetro das patas (dado ndo mostrado).
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Figura 12. Efeito do EHSc nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, nas vias i.p. € v.0. sobre 0
edema de pata no teste de hipersensibilidade cutinea imediata em camundongos BALB/c
sensibilizados e desafiados com OVA. Apoés as sensibilizagdes, os camundongos foram tratados
com EHSc ou DEX 1 h antes do desafio com inje¢do de 20 uL. OVA (20 mg/kg) na pata esquerda
e salina na pata direita. O edema de pata foi avaliado em grupo de animais tratados com EHSc
administrado por via i.p. (A) ou v.o. (B) vs grupo OVA nos tempos de 30, 60 ¢ 120 min apds o
desafio antigénico. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m. (n = 16). Valores de ### p <
0,001 foram considerados significativos quando comparados com o grupo salina (Teste “t” de
Student ndo pareado); ***p < 0,001 quando comparados com o grupo OVA (ANOVA seguido do

Teste de Dunnett).
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6.3.4 Efeito do EHSc no teste de anafilaxia cutinea passiva

Animais do grupo salina ndo apresentaram titulo de anticorpo especifico ao
antigeno (dado n3o mostrado). Entretanto camundongos BALB/c sensibilizados com
OV A mostraram elevado titulo de IgE OV A-especifica (365,7 + 48,1).

O tratamento com EHSc, nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg (i.p.), induziu a
inibicao significativa (p<0,001) do titulo de IgE OV A-especifica com valores de 17,7 £ 8,9;
14,6 £ 3,6; 28,8 £ 13,0 respectivamente, quando comparado ao grupo OVA (Figura 13 A). Da
mesma forma, nos animais tratados com EHSc, nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg (v.0.),
houve inibi¢do significativa (p<0,001) do titulo de IgE OV A-especifica, com valores de 70,1
+ 21,6; 86,5 £ 43,8; 18,6 £ 10,5 respectivamente, quando comparado ao grupo OVA (Figura
13 B).

Os animais do grupo padrao tratados com DEX (1 mg/kg) apresentaram uma
redugdo do titulo de IgE OV A-especifica com valores de 26,8 + 25,4 em relacdo ao grupo

OVA (365,7 + 48,1).
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Figura 13. Efeito do EHSc nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, nas vias i.p. € v.o. sobre a

produgdo de IgE OV A-especifica no teste de anafilaxia cutanea passiva de camundongos BALB/c
sensibilizados ¢ desafiados com OVA. Apos as sensibiliza¢des e desafio com OVA, os animais
foram sangrados e os soros obtidos foram testados. O titulo de anticorpo (IgE OV A-especifica) foi
definido como a maior dilui¢cdo do soro capaz de provocar mancha mensuravel (= 5 mm) no dorso
de ratos Wistar. Foram analisados os titulos de IgE OV A-especifica em animais tratados com
EHSc administrado por vias i.p. (A) ou oral (B) vs grupo OVA. Os resultados sdo expressos em
média = e.p.m. (n = 16). Valores de *** p < 0,001 foram considerados significativos quando
comparado com o grupo de animais ndo tratados e sensibilizados com OVA (ANOVA seguido do

Teste de Dunnett).
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6.4 Efeitos do DZP, DEX e SBL nas metodologias comportamental e imunologica de

camundongos BALB/c sensibilizados com OVA

6.4.1 Efeito do DZP, DEX e SBL no teste da placa perfurada

O tratamento com DZP (0,5 mg/kg) ou DEX (0,1 mg/kg) em camundongos
BALB/c sensibilizados com OVA induziu aumento significativo (p<0,001) no numero de
mergulhos com valores de 47,4 = 2,0; 50,2 £ 2,4 respectivamente, em relagdo ao grupo
OVA com 19,3 £ 2,1 ap6s 30 min do desafio com OVA. O tratamento com SBL (5
mg/kg) ndo interferiu na atividade exploratéria (Figura 14 A).

Da mesma forma, o tratamento com DZP (0,5 mg/kg) ou DEX (0,1 mg/kg)
causou aumento significativo (p<0,001) do ntimero de quadrados percorridos com valor
de 38,0 £ 1,7; 20,2 + 2,6 respectivamente, vs grupo OVA com 7,6 £ 0,8. Os animais
tratados com SBL (5 mg/kg) ndo mostraram diferengas significativas quando comparado

com o grupo OVA (Figura 14 B).
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Figura 14. Efeito do DZP, DEX ou SBL sobre a atividade exploratéria e locomotora no teste de da
placa perfurada em camundongos BALB/c sensibilizados ¢ desafiados com OVA. Camundongos
foram tratados com DZP, DEX ou SBL 1 h antes de cada sensibiliza¢do e desafio com OVA. O
numero de mergulhos (A) e o niumero de quadrados percorridos (B) foram avaliados em grupos DZP,
DEX ou SBL vs grupo OVA aos 30 min apds o desafio antigénico. Os resultados sdo expressos em
média £ ep.m. (n = §8). Valores de *** p < 0,001 foram considerados significativos quando
comparados com o grupo OVA (ANOVA seguido do Teste de Dunnett).
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6.4.2 Efeito do DZP, DEX e SBL no teste do labirinto em cruz elevado

Camundongos BALB/c tratados com DZP na dose de 0,5 mgkg e
sensibilizados com OVA apresentaram diferencas significativas (p<0,001) com aumento do
numero de entradas nos bragos abertos (10,5 £ 1,6) quando comparado ao grupo OVA (2,0 £+
0,6).

O tratamento com DEX na dose de 0,1 mg/kg induziu alteracdo significativa
(p<0,01) no nlimero de entradas nos bragos abertos com valor de 6,2 + 0,6 vs grupo OVA. Da
mesma forma, o tratamento com SBL na dose de 5 mg/kg induziu um aumento significativo
(p<0,001) do niimero de entradas nos bragos abertos 8,2 + 1,0 quando comparado com o
grupo OVA (Figura 15 A).

Os animais tratados com DZP (0,5 mg/kg), DEX (0,1 mg/kg) ou SBL (5
mg/kg) apresentaram alteragdes significativas (p<0,001) do tempo de permanéncia nos bragos
abertos com (129,4 + 18,2 s; 125,6 £ 27,0 s; 184,5 £ 23,5 s) respectivamente, comparado ao
grupo OVA (1,5 £ 0,4 s) apos 30 min do desafio com OVA (Figura 15 B).
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Figura 15. Efeito do DZP, DEX ou SBL sobre a atividade exploratoria no teste do labirinto em cruz
elevado em camundongos BALB/c sensibilizados ¢ desafiados com OVA. Camundongos foram
tratados com DEZ, DEX ou SBL 1 h antes de cada sensibiliza¢do e desafio com OVA. O namero de
entradas (A) e o tempo de permanéncia (B) nos bragos abertos foram avaliados em grupos DZP, DEX
ou SBL vs grupo OVA aos 30 min apds o desafio antigénico. Os resultados sdo expressos em média +
e.p.m. (n = 8). Valores de ** p < 0,01; *** p < 0,001 foram considerados significativos quando

comparados com o grupo OVA (ANOVA seguido do Teste de Dunnett).
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6.4.3 Efeito do DZP e SBL no teste de hipersensibilidade imediata

Animais tratados com salina e sensibilizados com OVA apresentaram aumento
significativo (p<0,001) do didmetro de patas aos 30 (30,9 *+ 3,6); 60 (27,0 £ 2,9) e 120 min
(25,1 £ 1,8) quando comparados com os animais do grupo controle negativo (Salina) ndo
sensibilizado com 6,75 £ 1,0, 5,2 £ 1,4, 7,6 £ 2,0 respectivamente, apds inoculacdo da OVA.

Camundongos BALB/c tratados com DZP na dose de 0,5 mgkg e
sensibilizados com OV A apresentaram reducao significativa (p<0,001) do volume da pata aos
30 (9,1 £1,8); 60 (7,8 £1,4) e 120 min (9,3 + 1,5) quando comparado com o grupo OVA com
valores de 30,9 £ 3,5 aos 30; 27,0 £ 2,9 aos 60 ¢ 25,1 £ 1,8 aos 120 min apds inoculagao da
OVA. Da mesma forma, foi evidenciado que os animais tratados com SBL na dose de 5
mg/kg reverteu significantemente (p<0,001) o aumento de volume da pata aos 30 (3,1 £ 1,1),
60 (3,4 £ 1,0) e 120 min (3,0 = 1,1) em relacao ao grupo OVA apds a inoculacdo da OVA
(Figura 16).

Os animais do grupo padrdo tratados com DEX na dose de 0,1mg/kg
apresentaram reduc¢ao significativa (p<0,001) aos 30 min (7,3 £ 1,6), 60 (6,3 = 1,6) e 120 min
(3,8 £ 1,1) quando comparado com o grupo OVA (30,9 + 3,6 — 30 min; 27,0 £ 2,9 — 60 min,;
25,1 £1,8 — 120 min) quando comparado com o grupo OVA.

Os valores do tempo basal dos grupos OVA, DZP (0,5 mg/kg) ou SBL (5
mg/kg) ndo apresentaram diferengas estatisticas quanto ao didmetro das patas (dado nao

mostrado).
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Figura 16. Efeito do DZP ou SBL sobre o edema de pata no teste de hipersensibilidade cutanea
imediata em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA. Apds as sensibilizacdes, os
camundongos foram tratados com DZP ou SBL 1 h antes do desafio com inje¢do de 20 uL. OVA (20
mg/kg) na pata esquerda e salina na pata direita. O edema de pata foi avaliado em grupos DZP ou SBL
vs grupo OVA nos tempos de 30, 60 ¢ 120 min apods o desafio antigénico. Os resultados sdo expressos
em média £ e.p.m. (n = 16). Valores de ### p < 0,001 foram considerados significativos quando
comparados com o grupo salina (Teste “t” de Student ndo pareado); ***p < 0,001 quando comparados
com o grupo OVA (ANOVA seguido do Teste de Dunnett).
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6.4.4 Efeito do DZP e SBL no teste de anafilaxia cutinea passiva

Dados similares foram observados nos animais tratados com DZP (1 mg/kg) e
sensibilizados com OVA. Evidenciou-se uma reducdo significativa (p<0,001) do titulo de IgE
OV A-especifica com valores de 14,4 =+ 5,1 em relagdo ao grupo OVA (365,7 £ 48,1). Por
outro lado, o tratamento com SBL (20 mg/kg) ndo mostrou alteragdes significativas vs grupo
OVA (Figura 17).

Os animais do grupo padrao tratados com DEX (1 mg/kg) apresentaram
reducdo significativa (p<0,001) do titulo de IgE OV A-especifica com valores de 26,8 + 25,4
em relacdo ao grupo OVA (365,7 £ 48,1).
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Figura 17. Efeito do DZP ou SBL sobre a producdo de Ig OVA-especifica no teste de
anafilaxia cutanea passiva em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA.
Ap6s as sensibilizagdes e desafio com OVA, os animais foram sangrados e os soros obtidos
foram testados. O titulo de anticorpo (IgE OVA-especifica) foi definido como a maior
dilui¢do do soro capaz de provocar mancha mensuravel (> 5 mm) no dorso de ratos Wistar.
Foram analisados os titulos de IgE OV A-especifica em animais tratados com DZP ou SBL vs
grupo OVA. Os resultados sdo expressos em média + e.p.m. (n = 16). Valores de *** p <
0,001 foram considerados significativos quando comparado com o grupo de animais nao
tratados e sensibilizados com OVA (ANOVA seguido do Teste de Dunnett).
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7 DISCUSSAO

A estabilidade no ambiente interno em organismos vivos € o resultado de um
complexo equilibrio, que ¢ constantemente alterado por fatores intrinsecos ou extrinsecos,
estimulo fisico ou psicologico, conhecidos como estressores (TAFET; BERNARDINI, 2003).
Essa tendéncia para a estabilidade foi chamada de homeostasia (CANNON, 1932). Portanto, o
estresse € definido como um estado de ameaga a homeostasia, cujo organismo preserva seu
equilibrio interno com uma resposta adaptativa (BLOOM; KUPFER, 1995; CHROUSOS;
GOLD, 1992).

Hé uma base solida bioquimica e molecular para a comunicagdo bidirecional
entre o0s sistemas imune e neuroendocrino, com seus receptores para citocinas,
neurotransmissores, hormonios e neuropeptidios (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996;
BLALOCK, 1994). As citocinas foram consideradas como mensageiros ou hormonios
secretados por varios tipos de células imunes, algumas das quais apresentam efeitos
fisiologicos sobre varios tecidos, incluindo o SNC (LARSON; DUNN, 2001). Essa intera¢ao
tem papel importante, ndo somente na fisiologia desses sistemas, mas também em varios
processos patologicos (ADER; FELTEN; COHEN, 1991).

A inexisténcia de estudos psicoimunoldgicos sobre uma possivel atividade de
Sida cordifolia em modelo experimental de alergia, aliada ao seu amplo uso popular no
tratamento da asma na regido do Nordeste Brasileiro motivaram a realizagdo deste estudo. No
presente estudo os efeitos comportamentais da OVA, EHSc, DZP, DEX ou SBL em modelo
experimental de alergia foram investigados através de testes psicofarmacoldgicos e
imunologicos para caracterizar os efeitos dessas substancias nos sistemas nervoso € imune
como também investigar a interacdo entre eles.

Com base em estudo anterior, realizado em nosso laboratorio, referente ao teste
de toxicidade aguda em camundongos Swiss, o valor da DLsy, estimada do EHSc,
administrado por via intraperitoneal, foi de 2639 mg/kg, com intervalo de confiangca entre
2068 — 3367 mg/kg. Por outro lado, a administragdo oral do EHSc até 5000 mg/kg, ndo gerou
letalidade em nenhum camundongo durante o respectivo tempo de observacdo. Em ratos
Wistar, o valor da DLsy estimada do EHSc foi maior que 3000 mg/kg em ambas as vias
(FRANCO et al., 2005). Portanto, o teste de toxicidade aguda do EHSc, administrado por via

1.p. ou v.0., dentro das condi¢des do nosso experimento, mostrou baixa toxicidade, podendo
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ser, segundo Schapoval et al. (1998), um reflexo de baixa concentracdo de substancias
potencialmente toxicas no extrato.

De acordo com Lorke (1983), apud Antoniolli et al. (2001), quando a dose de
5000 mg/kg ndo for letal, ha uma indicacdo de baixa toxicidade do extrato. O teste de
toxicidade aguda se fez importante por estabelecer uma margem de seguranga quanto as doses
estabelecidas do extrato para a utilizagdo dos protocolos experimentais.

Baseado em resultados da DLsy € em estudos anteriores (FRANZOTTI et al.,
2000) indicativos de que o extrato aquoso de Sida cordifolia nas doses de 100, 200 ou 400
mg/kg apresentou propriedades antiinflamatdrias em modelo de inflamacdo ndo dependente
de IgE, foi estabelecido que os protocolos experimentais deveriam ser realizados com o EHSc
nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg via i.p. ou v.0., ressaltando-se que as doses escolhidas
foram mantidas dentro da margem de seguranga para evitar interferéncia de efeitos toxicos.

Uma vez estabelecidas as doses a serem usadas nos experimentos, iniciou-se a
realizagdo do teste de triagem farmacologica comportamental para a identificagcao da possivel
atividade psicofarmacoldgica do EHSc, em camundongos BALB/c nao sensibilizados com
OVA, com o objetivo de investigar se o extrato teria algum efeito sobre a atividade
comportamental no SNC. Nesse teste, observou-se que os BALB/c tratados com EHSc, nas
doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, administradas por via i.p. ou v.0. apresentaram alteragdes
comportamentais similares as apresentadas por drogas depressoras, tais como: diminui¢do da
atividade locomotora, sedacdo (SHURIA; KHANNA; GODHWANI, 1987 apud MORALIS;
ALMEIDA; BARBOSA-FILHO, 1998), analgesia e diminui¢do da resposta ao toque
(ALMEIDA et al., 1999). Concomitantemente, Radhakrishnan et al. (2001), relataram que a
redu¢do da atividade locomotora pode ser devido a efeitos inibitorios no SNC ou a atividade
relaxante muscular periférica.

A primeira fase das doencas alérgicas tem sido uma das maiores preocupagodes
de satde publica. Entretanto, apesar da eficacia das terapias para doengas alérgicas, ainda
existem sérios efeitos colaterais dos medicamentos utilizados somado ao fato de alguns
pacientes ndo serem responsivos a terapia (FOSTER et al., 2002). Neste estudo, o tempo de
observacgao escolhido para a andlise comportamental corresponde a primeira fase da asma (30
min a 2 h).

Com o objetivo de investigar os possiveis efeitos da alergia induzida pela OVA
sobre a resposta comportamental, buscou-se a realizagdo do protocolo de sensibilizagdo e
desafio com OVA em camundongos BALB/c, onde a sensibiliza¢ao representa a etapa inicial

para o entendimento da relagdo entre SNC e o SI. O protocolo de sensibilizacdio com OVA ¢
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capaz de induzir um estado alérgico em animais. As alteracdes comportamentais em
camundongos BALB/c sensibilizados com OVA foram investigados em ambos os testes da
placa perfurada e do labirinto em cruz elevado

O teste da placa perfurada ¢ conhecido como um modelo animal de ansiedade
que oferece um método simples de se medir a resposta de um animal em ambiente nao
familiar, com as vantagens de que varios comportamentos podem ser realmente observados e
quantificados (SILVA; ELISABETSKY, 2001). O mergulho de cabeca tem sido validado
como um medidor de exploragdo direta (FILE; WARDILL, 1975).

Esse método avalia, de forma direta, a atividade exploratoria (mergulho de
cabeca) e locomotora do animal (BOISSIER; SIMON, 1964; BOISSIER; SIMON; LWOFF,
1964; FILE; WARDILL, 1975). E importante salientar que o efeito da droga sobre o
comportamento do animal, no teste da placa perfurada, pode ser criticamente dependente da
familiaridade do animal com o ambiente do teste (FILE, 1973). Segundo Christmas e
Maxwell (1970), o efeito da droga pode ser alterado se o animal tem experiéncia prévia no
aparato.

Outro teste comportamental usado foi o teste do labirinto em cruz elevado
(LCE), o qual ¢ considerado importante modelo animal para avaliar a ansiedade em roedores
(PENG et al., 2000; GRAEFF et al., 1996). As drogas ansiogénicas diminuem o numero de
visita e o tempo de permanéncia nos bracos abertos no aparato (PELLOW et al., 1985;
LISTER, 1987), e as drogas ansioliticas, como os benzodiazepinicos, aumentam a exploragado
no numero de visita aos bracos abertos (PELLOW et al., 1985; MONNIER; LALONDE,
1995). Esse modelo ¢ baseado na aversdo natural de roedores para espaco largo e aberto, o
qual tem sido validado tanto para ratos como para camundongos (LISTER, 1987; DAWSON;
TRICKLEBANK, 1995; HELTON et al., 1996), onde o indice de ansiedade ¢ avaliado através
dos seguintes parametros: o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos
(LISTER, 1990).

Nesse estudo, os camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA
(controle positivo OVA) apresentaram reducdo das atividades exploratéria e locomotora
através do numero de mergulhos e de quadrados percorridos, respectivamente, no teste da
placa perfurada. Esses sinais mostram possivel evidéncia que os efeitos da OVA no SNC sdo
similares a drogas que reduz a atividade do SNC ou sdo capazes de induzir um
comportamento de doenca. Esse dado ¢ consistente com as observagdes feitas por Larson e

Dunn (2001) de que alteragdes na mobilidade, alimentagdo, exploragdo, interagdo social,
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comportamento sexual, fungdes cognitivas e sono estdo freqiientemente associados com
infec¢do, lesdo e inflamagao.

Segundo Perez et al. (1998), o ato de levantar ¢ funcdo do nivel de
excitabilidade do SNC, e a diminuicdo da atividade motora indica efeito de drogas
depressoras. Os depressores do SNC, também chamados de psicolépticos, referem-se ao
grupo de substancias capazes de deprimir o funcionamento do cérebro, diminuindo sua
atividade. Tém-se como exemplo os benzodiazepinicos e os opiaceos (STHAL, 1996).

Hart (1988), descreveu uma associagdo entre alteragdes comportamentais € a
ativacdo do sistema imune induzido por infec¢do e outras patologias. Dentre as alteragdes
comportamentais, incluia a diminui¢do da atividade locomotora, a reducdo da ingestdo de
alimento, a sonoléncia e a reducdo da autolimpeza. Em adi¢ao, Kent et al. (1992), nomearam
tais alteragdes de “comportamento de doenca”. Portanto, como pode ser observado, esse
modelo experimental de alergia foi efetivo em induzir um comportamento de doenca
caracterizado por reduc¢do das atividades exploratoria e locomotora.

Da mesma forma, a OVA foi capaz de promover comportamento de doenca
caracterizado pela diminuicdo da atividade exploratoria através do niimero de visitas e do
tempo de permanéncia nos bragos abertos no teste do labirinto em cruz elevado. Rates et al.
(1996), relataram que quando se evidencia somente a diminui¢do no niimero de visita nos
bragos fechados ndo pode ser considerado um grande efeito ansiolitico e segundo Lister
(1990), a reducao do numero de entradas e do tempo de permanéncia nos bragos abertos
reflete uma agdo sedativa ou um efeito ansiogénico.

Palermo-Neto e Guimardes (2000), evidenciaram a existéncia de
comportamentos condicionados associados com reagdo alérgica em ratos imunizados com
OVA. De acordo com Russo et al. (2001), as alteragdes comportamentais e a ativacao cerebral
da reacao alérgica sao dependentes de IgE. Da mesma forma, a administragdo de um
anticorpo anti-IgE também pode iniciar essa resposta (BASSO et al., 2003).

Em ambos os testes, placa perfurada e labirinto em cruz elevado,
evidenciaram-se um efeito comportamental semelhante a compostos ansiogé€nicos em
camundongos BALB/c sensibilizados com OVA. De acordo com Rodgers; Cole; Davies,
(1997b) e Simon; Panissaud; Costentin, (1993), compostos ansiol6ticos como diazepam e
flesinoxan e os compostos ansiogénicos como N-metil-B-carbolina-3-carboxamida e metil-3-
carbolina-3-carboxylato tém produzido efeitos ansioliticos ou ansiogénicos, respectivamente,

tanto no aparato da placa perfurada quanto no do LCE.
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Com base nos resultados, nds verificamos que o estado alérgico induzido pela
OVA causou reducdo das atividades exploratoria e locomotora, sugerindo que a OVA pode
mediar “comportamento de doenca” ou efeito ansiogénico no SNC.

Uma vez identificado o perfil comportamental de camundongo BALB/c
sensibilizados e desafiados com OVA, o presente estudo direcionou investigar se o tratamento
com EHSc modificaria o padrdo de “comportamento de doenga” induzido pela OVA. Da
mesma forma, as alteragdes comportamentais foram investigadas em ambos os testes da placa
perfurada e do labirinto em cruz elevado

O tratamento com EHSc na dose de 400 mg/kg, administrado por vias i.p. ou
v.0., modulou o padrdo comportamental de doenca evidenciado pelo aumento da atividade
exploratoria, embora nao tenha interferido na atividade locomotora no aparato da placa
perfurada. Por outro lado, o tratamento com EHSc nas doses de 100 ou 200 mg/kg
administrado por via i.p. ou v.o. ndo influenciou a atividade exploratéria e a locomotora, o
que leva a sugerir que tais doses do EHSc ndo atenuaram o comportamento de doenga
induzido pela OV A nas observagdes feitas aos 30 min apos o desafio com OVA.

Viarios estudos t€ém mostrado que o mergulho de cabega e a locomogao podem
variar independentemente (FILE, 1985; LISTER, 1987; DURCAN; LISTER, 1989). O
aumento do numero de mergulhos sugere uma acdo ansiolitica no animal (LISTER, 1990) e
sua diminuicdo reflete uma agdo ansiogénica (TAKEDA; TSUJI; MATSUMIYA, 1998).
Segundo File, (1985) a diminui¢do de ambas as medidas tem sido associada a a¢ao sedativa.

Para melhor confirmacao da resposta comportamental promovida pelo EHSc
no teste da placa perfurada, realizou-se o teste do labirinto em cruz elevado. Tendo em vista a
analise dos resultados obtidos, evidenciou-se que camundongos BALB/c tratados com EHSc
nas doses de 100 ou 200 mg/kg, i.p. € 100, 200 ou 400 mg/kg, v.o., apresentaram aumento do
numero de visitas e do tempo de permanéncia nos bragos abertos. Segundo Wolfman et al.
(1994), o efeito ansiolitico caracteriza-se pelo aumento do numero de visitas e do tempo de
permanéncia nos bragos abertos no labirinto.

Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel sugerir que o0 EHSc administrado
por vias i.p. ou v.o. modulou o comportamento de doenca ou o estado ansiogénico em
camundongos sensibilizados e desafiados com OV A no aparato do LCE. Concomitantemente,
estudos anteriores, realizados em nosso laboratorio, mostraram que o EHSc apresentou uma
possivel atividade ansiolitica em camundongos Swiss nos testes da placa perfurada e do

labirinto em cruz elevado (FRANCO et al., 2003).
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Prosseguindo com o estudo, analisou-se o possivel efeito imunomodulador do
EHSc em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA sobre o edema de
pata e o titulo de IgE OVA-especifica. No teste de hipersensibilidade cutanea imediata, os
camundongos BALB/c nao tratados e sensibilizados com OV A mostraram relevante aumento
do edema de pata. Entretanto, os animais tratados com EHSc nas doses de 100, 200 ou 400
mg/kg por vias i.p. ou v.o0. apresentaram reducdo do edema de pata nas observacdes feitas aos
30, 60 e 120 min apds a inoculacdo com OVA. Com base nos efeitos significativos do EHSc
em reverter o edema de pata induzido por OVA, ¢ possivel sugerir que o EHSc apresenta
atividade imunomoduladora na inflama¢do mediada por IgE. O papel antiinflamatério do
EHSc ¢ corroborado pelos dados obtidos por Franzotti et al. (2000), onde evidenciaram
atividade antiinflamatoria do extrato aquoso de Sida cordifolia em modelo de inflamagao
induzida por carregenina em camundongos Swiss.

Outras explicacdes podem ser sugeridas para o efeito imunomodulador do
EHSc tais como: a existéncia de grande concentragdo de flavondides nas partes aéreas de
Sida, que seria responsavel pela propriedade antiinflamatéoria (ROTH; CHAFFNER;
HERTEL, 1999); a evidéncia de atividade antinociceptiva (FRANCO et al., 2003) inibindo o
componente neurogénico da inflamagdo e, consequentemente, modulando o reflexo
antidromico na inflamacao.

De acordo com Ratzlaff et al. (1992), os nervos cutdneos na pele de
camundongos contribuem para a fase efetora da inflamagao mediada por IgE por aumentar o
edema de pata. Um reflexo axonal pode explicar o componente neurogénico na inflamagao
cutanea mediada por IgE (MILLER; LIUZZI; RATZLAFF, 1995). Esse dado sugere que a
atividade antiinflamatoéria do EHSc, no teste de hipersensibilidade cutanea imediata, pode
estar associada a modulagao desses nervos periféricos.

Da mesma forma, o tratamento com DEX, na dose de 0,1 mg/kg, reduziu o
edema de pata induzido pela OVA aos 30, 60 e 120 min apdés a inoculacio da OVA.
Determinadas drogas sinteticamente produzidas, como a DEX, sdo utilizadas para impedir a
producao de citocinas pro-inflamatorias e o recrutamento de células para o sitio da
inflamacao, incluindo células T, eosinodfilos e basofilos (BAATIES et al., 2002).

Existem quatro grandes classes de drogas usadas na terapia da asma:
glicocorticoides, por sua potente acdo antiinflamatoria; [,-adrenérgico, pela broncodilatagao;
teofilina e seus derivados, usada para broncoespasmo e inflamacdo; inibidores e antagonistas
de leucotrienos, como drogas broncodilatadoras e antiinflamatérias (PALMER, et al., 2002).

Segundo Pignatti (2004), os glicocorticoides sdo drogas antiinflamatoérias mais potentes
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usadas no tratamento da asma, regulam a transcri¢do de gene através da diminui¢do da
transcrigdo de varias proteinas inflamatorias e do aumento da transcricdo de proteinas
antiinflamatérias. Esses estudos confirmam os achados evidenciados pelo efeito
antiinflamatério da DEX na reducdo do edema de pata ap6s desafio antigénico.

Uma das agdes dos glicocorticoides corresponde a propriedade antiinflamatoria
através da regulacdo de proteinas pro-inflamatérias (FENECH; HALL, 2002). A DEX ¢
largamente utilizada devido ao seu potente efeito antialérgico e a sua atividade antiasmatica.
O mecanismo de ag¢do proposto para essa droga € a supressao das enzimas fosfolipases C e A,
por lipocortinas, em diferentes tipos de células (HIRATA, 1981). De acordo com Pignatti
(2004), os glicocorticoides modulam a transcrigdo do receptor B2 - adrenérgico e os
receptores muscarinicos, os quais podem ajudar na regulacdo das vias aéreas da
broncoconstriccdo mediada pela acetilcolina para a broncodilatagdo mediada pela
noradrenalina.

No teste de anafilaxia cutdnea passiva, os animais tratados com EHSc, nas
doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, por vias i.p. ou v.o., apresentaram reducdo do titulo de IgE
OVA-especifica induzido pela OVA. O efeito do EHSc pode ser atribuido a presenca
marcante de determinados metabdlitos secundarios evidenciados na triagem fitoquimica do
EHSc, tais como alcaloides e flavondides (FRANCO et al., 2003). Os flavonoéides sao dotados
de uma variedade de atividades bioldgicas, como a antibacteriana (KATAOKA et al., 2001),
anticancerigena (LE MARCHAND, 2002), a imunomoduladora (CHEN et al., 2002) ¢ a
neuroprotetora (ROTH; CHAFFNER; HERTEL, 1999). Portanto, nesse estudo, nos
verificamos que o EHSc pode modular o edema de pata e o aumento do titulo de Ig OVA-
especifica no modelo experimental de alergia induzido por OVA.

O tratamento com DEX na dose de 0,1 mg/kg também induziu reducdo do
titulo de IgE OV A-especifica. A capacidade da DEX de diminuir os niveis de IgE pode ser
atribuida a producdo de lipomodulina, a qual aumenta a sintese do fator supressor de IgE
(IgEsF) (ISHIZAKA, 1988) e, conseqiientemente, suprime a producdo de IgE.

Segundo Katz (1984) e Ishizaka (1988), a resposta de IgE ¢ regulada de modo
especifico por estimulagdo ou supressao na producao de fatores soliveis. O teste de anafilaxia
cutanea passiva ¢ inibido pela DEX através de dois mecanismos: inibi¢do na liberacao de
mediadores de mastocitos e inibicdo ndo especifica do aumento da permeabilidade vascular
induzida por histamina ou outros mediadores (MIURA et al., 1992). Com base nesses dados, ¢
possivel sugerir que a atividade moduladora dos niveis de IgE por DEX seja justificada pela

capacidade de suprimir a formacao de IgE.
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Dando seguimento aos trabalhos, buscou-se identificar se drogas com atividade
ansiolitica (DZP), antiinflamatoéria (DEX) e broncodilatadora (SBL) sdo capazes de modular a
resposta comportamental em camundongo BALB/c sensibilizado com OVA nos testes da
placa perfurada e do labirinto em cruz elevado. Os critérios para utilizagdo do DEX e do SBL
corresponderam aos seus efeitos sobre a fisiopatologia da asma alérgica, entretanto, a escolha
do DZP foi baseada por ser utilizada como droga padrio em modelo experimental de
ansiedade.

Os animais tratados com DZP, na dose de 0,5 mg/kg, i.p., mostraram aumento
do numero de mergulhos e de quadrados percorridos em camundongos sensibilizados e
desafiados com OVA no teste da placa perfurada. O papel modulador do DZP, na dose de 0,5
mg/kg foi corroborado pelos dados obtidos por Takeda; Tsuji; Matsumiya (1998), que
verificaram um aumento na frequéncia do nimero de mergulho e de locomogao no aparato da
placa perfurada.

Da mesma forma, o tratamento com DZP, na dose de 0,5 mg/kg, modulou o
comportamento através do aumento do numero de entradas e do tempo de permanéncia nos
bracos abertos em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA no teste do
labirinto em cruz elevado. De acordo com File e Zangrossi (1993), compostos ansioliticos
como diazepam produzem efeitos ansioliticos no teste do labirinto em cruz elevado. Esses
dados foram correlacionados com relatos prévios de que drogas com efeito ansiolitico
induzem ao aumento do nimero e do tempo de permanéncia nos bracos abertos (NASELO et
al.,, 1998). Esses resultados mostraram uma possivel evidéncia que o comportamento de
doenca induzido por OVA pode ser atenuado pelo DZP e que as alteragdes comportamentais
induzida pelo DZP sdo consistentes com efeito ansiolitico. E importante considerar que no
desafio com OV A os animais sdo submetidos a duas variantes de estresse: sistémico (desafio
imune) e psicoldgico (ambiente nao familiar), o que mostra interagao entre o SNC e o SI.

O tratamento com DEX, na dose de 0,1 mg/kg, i.p., também foi efetivo em
induzir aumento da atividade exploratéria e locomotora em camundongos BALB/c ap6s 30
min do desafio com OVA. Segundo Rodgers et al. (1997a), os perfis comportamentais de
esteroides ativos sdo similares a aqueles vistos com benzodiazepinicos, valproato e muscimol,
fornecendo assim suporte para mediagao através do complexo receptor GABA 4. Entretanto, ¢
necessario estudos para confirmar esse presumido mecanismo de agao.

No teste do labirinto em cruz elevado, animais tratados com DEX, na dose de
0,1 mg/kg, apresentaram aumento do nimero de entradas e do tempo de permanéncia nos

bragos abertos em camundongos BALB/c sensibilizados com OVA, ap6s 30 min do desafio



Discussdo 90

com OVA. A DEX tem largo uso clinico devido a potente a¢do antialérgica e antiasmatica, e a
sua agdo sobre os receptores de glicocorticoides citoplasmaticos (GUSTAFSSON et al.,
1987). A capacidade de reverter o comportamento de doenga induzida pela OVA pode estar
relacionada a diminui¢do na expressdao de varias proteinas pro-inflamatorias (PIGNATTI,
2004). Segundo Rodgers et al. (1997), certos esterdides tais como desoxicorticosterona e
metabolitos da progesterona exercem efeitos sobre o SNC através da modulacao alostérica no
receptor GABAA.

Com base na analise dos resultados obtidos nesse modelo ¢ possivel sugerir
que a DEX pode atuar de forma indireta, através da modulacdo no desenvolvimento da
broncoconstriccdo ou a inibicdo da hipersensibilidade para acetilcolina, com conseqiiente
modulagdo do estresse sistémico induzido pela OVA, e de modo direto, através da potente
atividade antiinflamatoria, sobre a regulacao dos fatores de transcri¢ao pro-inflamatérios em
camundongos BALB/c sensibilizados com OVA. Segundo Husband (1993), a producdo de
citocinas, seguindo o desafio imune, aumenta o sono ¢ a fadiga e diminui a glicose sanguinea
e a atividade locomotora. Portanto, nds evidenciamos que o DZP, em doses nao sedativas e a
DEX ¢ capaz de modular o comportamento de doenga induzido pela OVA nos aparatos da
placa perfurada e do labirinto em cruz elevado.

O tratamento com SBL, na dose de 5 mg/kg, s.c., ndo interferiu no perfil
comportamental induzida pela OVA no teste da placa perfurada . A explicacdo sugerida para
esse efeito pode ser atribuida a nao efetividade da hiperresponsividade bronquica, dada pela
realizagdo de um unico desafio com OVA ou a presenca de efeitos colaterais, como
taquicardia.

Classicamente, os pulmdes sdo controlados pelo SNA, que exerce seus efeitos
via receptores adrenérgicos a e B e receptores colinérgicos. Existe um complexo de inervacao
adicional dos pulmdes nos quais os peptidios sao os neurotransmissores (SEALE, 1990). O
gene [r-adrenoreceptor ¢ expresso em alguns tipos de células e, em particular, nas células do
musculo liso bronquico (BARNES, 1995).

Ao contrario do que foi observado no teste da placa perfurada, o SBL modulou
o comportamento de doenga em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA
no teste do labirinto em cruz elevado. O tratamento com SBL (5 mg/kg) provocou o aumento
do niimero de visitas e do tempo de permanéncia nos bragos abertos aos 30 min apds o desafio
com OVA. Dentre as hipoteses atribuidas para explicar o efeito psicomodulador do SBL
estdo: a sensibilidade do teste do labirinto em cruz elevado; a producdo do fator relaxante

derivado do endotélio (6xido nitrico) (GOLDIE et al., 1986); a inibicdo da libera¢do de
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histamina e de leucotrienos por mastdcitos no pulmao (HUGHES; SEALE; TEMPLE,. 1983)
ou a regulacdo da secre¢do de muco (BARNES, 1986). De acordo com Pellow et al. (1985), a
diminui¢do da aversdo para os bragos abertos ¢ devido a um efeito ansiolitico, o qual ¢
expresso por um aumento do numero de entradas nos bragos abertos.

O receptor [3; induz a dilatacdo do musculo bronquico apos ser estimulado por
catecolaminas que regulam o calibre das vias aéreas ou por agonistas exdgenos (PIGNATTI,
2004). Os mecanismos de agdo de agonistas 3, sobre o musculo liso das vias aéreas sao bem
conhecidos (COHN; RAY, 2000), exibem um potente efeito broncodilatador e sdo usados
para o tratamento da asma (INAGAKI et al., 1997).

Uma vez identificado o papel modulador do padriao de comportamento de
doenca induzido por OVA, pelas substancias ativas, DZP, DEX e SBL, o presente estudo
buscou investigar se DZP e SBL apresentam efeito imunomodulador sobre o edema de pata e
o titulo de IgE OV A-especifica. No teste de hipersensibilidade cutdnea imediata, o tratamento
com DZP (0,5 mg/kg) ou SBL (5 mg/kg) atenuou o edema de pata induzido pela OVA aos 30,
60 e 120 min apo6s o desafio com OVA.

Os benzodiazepinicos estdo entre as classes de drogas psicotropicas mais
frequentemente usadas e prescritas mundialmente, devido aos efeitos ansiolitico, relaxante
muscular e anticonvulsivante (RUIZ, 1993). Esses efeitos sao conseqiientes da ligagdo com
receptores presentes no SNC, denominados GABA,. Além desses receptores
benzodiazepinicos centrais, t€ém sido identificados receptores benzodiazepinicos periféricos
em orgaos periféricos (BRAESTRUP; SQUIRES, 1977), no tecido enddcrino estereidogénico
(PAPADOPOULOS, 1993), e em c¢lulas e oOrgdos imunes, tais como cé¢lulas
polimorfonucleares e mononucleares (MARINO et al., 2001).

Lazarrini; Malucelli; Palermo-Neto (2001), mostraram que o tratamento agudo
com DZP na dose de 10 mg/kg diminuiu o edema de pata induzido pela injecdo de
carragenina em ratos. Da mesma forma, Torres et al. (1999), relataram que vérios ligantes do
receptor benzodiazepinico, como Ro5-4864 e PKJ1195, afetam varias fungdes celulares,
sendo melhor caracterizadas os efeitos sobre a biossintese de esteroides e a regulagdo da
funcdo imune.

Os ligantes do receptor benzodiazepinico periférico modulam as fungdes de
mondcitos, como quimiotaxia e proliferacao de células linféides (RUFF et al., 1985; LAIRD
et al., 1989). O tratamento com Ro5-4864, um agonista desse receptor, exerceu significante
efeito inibitorio sobre a formagdo de edema na pata de camundongo induzida por carragenina

(TORRES et al., 1999). Com base nos resultados do DZP, no teste de hipersensibilidade
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cutanea imediata, s3o necessarias mais investiga¢des para melhor entendimento da possivel
atividade antiinflamatoria.

Da mesma forma, os animais tratados com SBL, nas doses de 5 mg/kg
apresentaram diminui¢do do edema de pata aos 30, 60 ou 120 min apo6s o desafio com OVA.
Os agonistas P-adrenoreceptores possuem propriedades anti-alérgicas e antiinflamatorias
(INAGAKI et al., 1997). Inibem a liberagdo de mediadores em mastocitos e basofilos
dependentes de IgE de pulmao humano (HUGHES; SEALE; TEMPLE, 1983), fragmentos de
pulmdo de cobaias e macaco (UNDEM; GRAZIANO; BUCKNER, 1985), formacdo de
edema em camundongos e ratos (MALLING et al.,, 1974) e aumento da permeabilidade
vascular em ratos (INAGAKI et al., 1989), o que explica o efeito do SBL na redugdo do
edema de pata apds o desafio antigénico em camundongos BALB/c sensibilizados com OVA.

No teste de anafilaxia cutdnea passiva, o tratamento com DZP (1 mg/kg)
atenuou o titulo de IgE OVA-especifica em camundongos BALB/c sensibilizados e
desafiados com OV A. Entretanto, o tratamento com SBL (20 mg/kg) ndo reverteu os niveis de
Ig induzido por OVA.

A estimulagdo de receptores benzodiazepinico periférico nas células adrenais
aumenta a produgdo de glicocorticoides (CAVALLARO et al., 1992) o qual ¢ conhecido pela
potente propriedade imunomoduladora (MCEWEN et al., 1997). O receptor FceRII (CD23)
foi designado como um receptor benzodiazepinico tipo periférico presente nos linfocitos B.
Esse receptor pode ser aumentado pela estimulacdo de IL-4 e apresenta baixa afinidade para
IgE (OHARA; PAUL, 1988 apud LUCHT-EISENBACH, 2005).

A IgE interage com alta afinidade com o receptor FceRI, que ¢ central para a
doenca alérgica (KEOWN et al., 1995 apud LUCHT-EISENBACH, 2005). A imunidade
mediada por IgE ¢ uma funcao efetora guiada via essa classe de receptor (WANG; SHEN;
SEBALD, 1997 apud LUCHT-EISENBACH, 2005). Portanto, o efeito modulador sobre o
titulo de IgE ocorre via receptor benzodiazepinico periférico. Estudos in vivo serdo
necessarios para avaliar o impacto do diazepam na inflamagdo das vias aéreas induzida por
Th2.

Os benzodiazepinicos diazepam e flunitrazepam se ligam aos receptores
benzodiazepinicos central e periférico (WEIZMAN et al, 1997). Os receptores
benzodiazepinicos periféricos estdo envolvidos no metabolismo intermedidrio (ANHOLT,
1986), no metabolismo de heme (VERMA; SNYDER, 1989), na esterciodogénese
(PAPADOPOULOQS et al., 1990), na proliferacao celular (WANG; MORGAN; SPECTOR,
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1984), na imunonomodulagdo (FERRARESE et al., 1993; BESSLER et al., 1992) e na
resposta ao estresse (DRUGAN; HOLMES, 1991; HOLMES; DRUGAN, 1994; WEIZMAN
et al., 1994). Evidéncias sugerem que o receptor benzodiazepinico periférico tem importante
papel na regulacao da funcao imune (TORRES et al., 1999).

E importante notar que o SBL nio reduziu o titulo de IgE OV A-especifica no
teste de anafilaxia cutanea passiva. Em estudo animal, o SBL aumentou a produgdo de IgE em
camundongos sensibilizados com antigeno, e in vitro, os J-agonistas aumentaram a producao
de IL-4, IL-5, mas nao de IFN-y (COQUERET et al., 1994). Segundo Fedyk et al. (1996), os
B-agonistas estimulam a inflamagdo alérgica por aumentar a producdo de citocinas Th2 e
producdo de IgE.

A presenca de uma variedade de compostos no extrato limita a investigacao
dos possiveis mecanismos envolvidos nas respostas obtidas, uma vez que esses efeitos podem
estar associados a mecanismos sinérgicos ou antagonicos dessas substancias.

Com a realizagdo deste estudo foi possivel observar que o protocolo de
sensibilizacdo e desafio com OVA realizado em nosso laboratorio, induz um estado
semelhante ao comportamento de doencga, sugestivo de atividade depressora do SNC. Os
tratamentos com EHSc, DZP ou DEX apresentam efeito modulador sobre a resposta
comportamental, assim como os tratamentos com EHSc, DZP ou SBL mostraram agao
imunomoduladora na inflamag¢ao dependente de IgE.

Este trabalho contribuiu para o entendimento da interagao entre o SNC e o SI
para a farmacologia de Sida cordifolia na psicoimunologia, assim como para a padronizacao
do modelo experimental de alergia nos testes da placa perfurada e do labirinto em cruz
elevado. Além disso, esta pesquisa fornece dados valiosos para estudos futuros que objetivam

entender as desordens do SNC e do SI nas alergias do tipo asma.
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8 CONCLUSOES

Na investiga¢cdo da interacdo entre 0 SNC e o SI em modelo experimental de

alergia, conclui-se que:

e O protocolo de sensibilizacao e desafio com OVA ¢ um modelo adequado para
investigar a interagdo entre o0 SNC e SI induzindo alteragdo comportamental

caracterizada por comportamento de doenga;

e O extrato hidroalcoolico bruto de Sida cordifolia L.induz sinais indicativos de
acdo psicomoduladora, considerando que foi efetivo em atenuar o perfil
comportamental induzido pela OVA, bem como, possui atividade
imunomoduladora na inflamac¢do dependente de IgE, uma vez que reduziu o

edema de pata e o titulo de IgE OV A-especifica;

e O diazepam reverte o comportamento de doenca induzido pelo estresse
sist€émico (OVA), dada a potencializacdo da a¢ao gabaérgica e apresenta dados
indicativos de a¢ao imunomoduladora representada pela reducao do edema de
pata e do titulo de IgE OVA-especifica, considerando-se a propriedade de

influenciar a esteroidogénese — aumentando os niveis de cortisol;

e A dexametasona nas condi¢des empregadas neste estudo, apresenta efeito
psicomodulador uma vez que reverteu o padrdo de resposta comportamental

induzido pela OVA;

e O salbutamol atenua o perfil comportamental induzido pela OVA, assim como

o edema de pata.
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8 PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados obtidos, alguns pontos devem ser considerados, a saber:

= Esclarecer o mecanismo imunomodulador do DZP na inflamacao dependente de

IgE;

= Avaliar a hiperresponsividade bronquica;

= Caracterizar o perfil de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) implicadas nesse estresse

sistémico;

* Investigar o efeito de substancias isoladas do EHSc sobre a atividade moduladora
no SNC e SI em modelo experimental de alergia — asma, visando futuramente a

um possivel fitoterapico ;

= Dar énfase a interagdo psiconeuroimunoendocrino na alergia — asma, objetivando

melhores condutas terapéuticas no controle da doenga.
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Running Title
Different substances influence immunological and behavioral responses in ovalbumin (OVA)-

sensitized BALB/c mice

Abstract

The nervous system and the immune system mount a variety of coordinated response to
danger, which communicate through intricate chemical messengers. The goal of this study
was to evaluate the effects of different substances: diazepam (DZP), dexamethasone (DEX) or
salbutamol (SBL) on behavioral and immunological responses in murine allergic model.
OV A-sensitized BALB/c mice were utilized in hole board (HB) and elevated plus maze
(EPM) tests, and in passive cutaneous anaphylaxis (PCA) test. OV A-sensitized BALB/c mice
presented reduction the number of head dips and squares crossed and the number of entries
and the time spent in the open arms in HB and EPM tests, respectively, as well as caused
increase of OV A-specific IgE titer. The treatment with DZP (0.05, 0.1, 0.5 mg/kg) or DEX
(0.1, 1 mg/kg) modulated the behavioral response in both parameters in OVA-sensitized



animals. On the same way, DZP attenuated the OV A-specific IgE production. However, the
animals treated with SBL showed improve of behavioral responses only in EPM test. Based in
all the results we conclude that sensitization with OVA associated to the HB and EPM tests
consisted of an good model to the interaction between the CNS and IS; DZP act in both
central nervous and immune systems and DEX modulate the “sickness behavior” induced by
OVA.

Keyword: Ovalbumin; Sickness behavior; BALB/c mice; Diazepam, Dexamethasone;

Salbutamol.

Introduction

The neuroimmunology is based in the concept that the brain interactive with and
immune system. Indeed, current power and future hope of this field derives from the
realization that the three big systems, nervous, the endocrine and the immune, by which the
body communicates and regulates also communicate with one another (Banks and Quan,
2007). The peripheral immune system communicates with the central nervous system (CNS)
during systemic inflammation, resulting in CNS-mediate effects collectively referred to as
“sickness responses” (e.g. fever, cognitive impairment, reduced social interaction and pain
enhancement) (Frank et al. 2007). One of the ways that the peripheral immune system
communicates with the CNS is via peripheral nerve afferent, which is activated upon
detection of inflammatory mediators. This pathway leads to CNS glial activation and
proinflammatory cytokine release in discrete CNS regions, there be inducing ‘“sickness
response” (Cunningham et al. 2005; Godbout et al. 2005; Semmler et al., 2005). Cytokines,
peptide hormones and neurotransmitters, as well as their receptors/ligands, are endogenous to
the brain, endocrine and immune systems (Haddad et al. 2002). Infection, injury and
inflammation might induce changes in various behaviors as such mobility, exploration, sleep
(Larson and Dunn, 2001) and cognitive function, feeding, sexual behavior (Kent et al. 1992).
The generality of response to infection and injury was named “sickness behavior” and
considered nonspecific in the sense that similar symptoms occur in association with immune
activation, resulting from a variety of different causes. In addition “sickness behavior” occurs
after peripheral immune activation (Nadjar et al. 2005).

Infections and inflammation have been shown to decrease open field activity and this
effect is mediated by proinflammatory cytokines such as interleukin-1p - IL-1p (Swiergiel et

al. 1999). The behavioral features of sick animals are to stress adaptative responses or side-



effects of the pathogen-induced debilitation (Hart, 1988), but are part of an organized defense
response to antigenic challenge and that are mediated by the neural effects of cytokines such
as IL-1 (Larson and Dunn, 2001). Basso et al. (2001) demonstrated that sensitized mice with
ovalbumin avoided the consumption of sweetened egg solution. Oral administration of
ovalbumin to allergic mice led to both activation of the paraventricular nucleus of the
hypothalamus and central nucleus of the amygdale (Basso et al. 2003). Several murine
allergic models based on ovalbumin administration have been used but the influence of this
allergic response on brain activity and behavior is poorly understood (Basso et al. 2005).

The objective of the present study was to evaluate the immunological and behavioral
effects of different substances: DZP, DEX or SBL in OVA-sensitized BALB/c mice utilized
psychopharmacological models, such as, hole board and elevated plus maze tests and immune
model as passive cutaneous anaphylaxis (PCA) test to establish relation among CNS and

Immune System (IS).

2. Materials and Methods

2.1. Drugs

DZP, DEX, SBL, ovalbumin — OVA and Evans of blue were purchased from Sigma
(USA); aluminum hydroxide from Vetec (Brazil); saline from Merck (Brazil); tiopental from
Cristalia (Brazil) and ether from Lafari (Brazil). The vehicle used in protocols was saline (0.9
%). Agents were injected by routes intraperitoneal (i.p.) or subcutaneous (s.c.) with a dose

volume of 0.1 mL/10 g or 0.1 mL/100 g of weight for mice rats, respectively.

2.2. Animals

Male or female BALB/c mice (25-30 g) and Wistar rats (130-150 g) were obtained from
the vivarium Prof. Thomas George of Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Universidade
Federal da Paraiba. The animals were maintained at constant room temperature (21 £ 2 ° C)
and on a 12/12 h light-dark cycle (light from 06:00 to 18:00 h), with free access to food
pellets and water. They were transferred to the laboratory at least 30 min before the start of
experiments. All experiments were performed between 08:00 — 12:00 h to avoid circadian

influences and carried out in accordance with ethical committee acts CEPA N°. 1101/03.

2.3. Experimental procedures - OVA challenge and sensitization protocol



To evaluate a behavioral effect of OVA and different substances (DZP, DEX or SBL)
in the murine allergic model, in first and fourteenth day BALB/c mice were actively
sensitized (i.p.) with 10 pg OVA adsorbed to 2.25 mg of aluminum hydroxide (Oshiba et al.
1996). The sensitization consist in the administration of saline, DZP, DEX or SBL in BALB/c
mice 60 min before the administration of OVA. One group was treated with saline but didn’t
receive OVA. BALB/c mice were divided into groups of 8 animals each. Saline (negative
control); OVA (positive control) and DZP - 0.05, 0.1, 0.5, 1 mg/kg, i.p., DEX - 0.1, 1 mg/kg,
i.p. or SBL - 5, 10, 20 mg/kg, s.c. (experimental).

On day twentieth first after one hour of respective treatments, sensitized groups
(OVA or experimental) were challenge with 1% (w/v) aerosol of OVA in saline for 40 min.
(Randolph et al. 1999). The negative control was challenge only with aerosol of saline. DZP,

DEX or SBL were dissolved in saline immediately before use.

2.3. Hole-board (HB) test

BALB/c mice were divided into groups (n = 8). Each animal from the positive control
group (OVA); experimental groups (DZP - 0.05, 0.1, 0.5, 1 mg/kg, i.p., DEX - 0.1, 1 mg/kg,
1.p. or SBL - 5, 10, 20 mg/kg, s.c.) or negative control group, was placed in the center of
apparatus (model 6650, Ugo Basile, Italy) after 30 min of the OVA challenge and the
numbers of head dips and squares crossed were recorded for 5 min. The apparatus was

thoroughly cleaned between each animal change using a 10 % alcohol-water solution.

2.4. Elevated plus maze (EPM) test

BALB/c mice were divided into groups (n = 8). Each animal from the positive control
group (OVA); experimental groups (DZP - 0.05, 0.1, 0.5, 1 mg/kg, i.p., DEX - 0.1, 1 mg/kg,
1.p. or SBL - 5, 10, 20 mg/kg, s.c.) or negative control group, was placed in the center of
apparatus. EPM apparatus made in wood consisted of two open arms, 50 x 10 x 2 cm (length
x width x height), and two closed arms, 50 x 10 x 40 cm (length x width x height) emanating
from a common central platform, 18 x 18 x 17,5 cm, (length x width x height) after 30 min of
the OV A challenge. The number of entries and the time spend in the open arms were recorded
during a 5 min test period. The apparatus was thoroughly cleaned between each animal

change using a 10 % alcohol-water solution.

2.5. Determination of OVA specific IgE by the PCA test.



The IgE titers were determined by the passive cutaneous anaphylaxis (PCA) reaction.
Serial twofold dilutions of the samples with saline were inoculated intradermally on the shave
backs of rats. Wistar rats were divided into groups of 16 animals each: negative control;
positive control; experimental (DZP - 1 mg/kg, i.p. or SBL - 20 mg/kg, s.c.) and standard
(DEX - 1 mg/kg, i.p.). After 24 h the animals received intravenous injection of OVA (20
mg/rat) in 1% Evans blue solution. Thirty min later the animals were submitted to euthanasia
and the OV A-specific IgE titers were measured. The highest serum dilution giving a 5 mm

diameter flare or bluing reaction was taken as the PCA titer (Holt et al. 1981).

2.6. Statistical analysis

The results were expressed as mean = S.E.M. and tested with unpaired Student’s ¢ test.
Value of p<0.05 was accepted as significant. All data were analyzed with the software
package GraphPad Prism Software version 3.02 (GraphPad Software Incorporated, San
Diego, CA 92121 USA).

3. Results

3.1. Effect of DZP, DEX or SBL on the behavioral pattern of OVA-sensitized BALB/c mice on
the HB test.

The figure 1 (A, B) shows that OV A-sensitized-BALB/c mice (OVA group-allergic
mice) showed a clear “sickness behavior” or anxiogenic behavioral responses characterized
for decrease in the number of head-dips and square crossed as compared with the negative
control after 30 min of the OV A challenge. OV A-sensitized animals of experimental group
treatment with different doses of DZP (0.05, 0.1 or 0.5 mg/kg) or DEX (0.1 or 1.0 mg/kg)
showed a significant increase in the number of head dips or square crossed as compared with
the OVA group, however, the animals treated with SBL (5, 10 or 20 mg/kg) did not show any

improvement in these parameters (Fig.1 A, B).

3.2. Effect of DZP, DEX or SBL on OVA-sensitized BALB/c mice behavioral pattern on the
EPM test.



As shown in the figure 2 (A, B) OV A-sensitized BALB/c mice showed a decrease in the
number of entries and time spent in the open arms as compared with the saline group.
Treatment with DZP (0.05, 0.5 or 1 mg/kg), DEX (1 mg/kg) or SBL (5 mg/kg) induced an

increase of the number of entries and the time spent in the open arms as compared with OVA

group.

3.3. Effect of DZP or SBL in the IgE production

The OVA-sensitization procedure was effective as showed on Table 1. The OVA-
sensitization induced increase of OVA-specific IgE titers. On the other hand, the animals
treated with DZP (1 mg/kg) present reduction of OVA-specific IgE titer. The animals of
experimental group (SBL — 20 mg/kg) not show significant alterations, however, the animals

of standard group (DEX — 1 mg/kg) showed decrease OV A-specific IgE titer

4. Discussion

In the present study the behavioral effects of OVA, DZP, DEX or SBL in murine allergic
model were investigated through of psychopharmacological and immunological tests to
characterize the effects this substances on the nervous and immune systems and so, to
investigate the interaction between them.

The OV A-sensitization protocol used is able of induce an allergic state in animals. The
behavioral alterations in the OV A-sensitized BALB/c mice were investigated in both HB and
EPM tests. The HB test evaluate the emotionality or anxiety response of an animal (Boissier
and Simon, 1962, 1964) through of head dipp and square crossed parameters that have been
validated as a measurement of exploration and locomotion behavior, respectively (File and
Wardill, 1975; Silva and Elisabetsky, 2001). Other behavioral test used was the EPM test,
which evaluate the animal anxiety (Nogueira and Vassilieff, 1996). This test is based on the
natural aversion of rodents to open spaces and it is a quantitative analysis of anxiety (Lister,
1987; Pellow et al. 1985).

In this study, OVA-challenge and sensitization BALB/c mice of positive control (OVA)
presented a reduction in the exploratory and locomotor activities through of numbers of head
dipps and squares crossed, respectively on hole board test. These signals show possible
evidence that the effects of OVA on CNS are similar to drugs that reduce the CNS activity or
that the OVA is able to induce a “sickness behavior”.



On the same way, the OVA was able to promote sickness behavior through of decrease
exploratory activity through of number of entries and the time spent open arms EPM
apparatus. The decreased aversion to the open arms is as a result of an anxiolytic effect
expressed by an increased number of entries and the time spent open arms in EPM apparatus
(Peng et al. 2000). The anxiogenics effects (decrease of number head dipps and squares
crossed and of number of entries and the time spent open arms) observed in animals of
positive control, after OVA-challenge and sensitized can be associated the capacity of OVA
to induce “sickness behavior”, being this model considered capable for investigation of
interaction of CNS with IS.

“Sickness behavior” refers to a coordinated set of subjective, behavioral and physiological
changes that develop in sick individuals during the course of an infection. This is mediated by
proinflammatory cytokines that are temporarily expressed in the brain during infection and
can be induced in experimental animals either by the administration of a cytokine inducer
such as lipopolysaccharide (LPS), or by direct injection of proinflammatory cytokines such as
IL-1 (Dantzer, 2004).

Studies previous identified changes in behavior in organisms experiencing immune
system activation caused by infection or other pathologies. Such changes include decreased
activity, decreased food intake, increased sleep and reduced grooming (Hart, 1988; Larson
and Dunn, 2001) which is named “sickness behavior” (Kent, et al. 1992). In this work, we
verified that the allergic state induced by OVA caused reduction of exploratory and locomotor
activities, suggesting that the OVA can mediate a “sickness behavior”.

In passive cutaneous anaphylaxis (PCA) test, OVA-challenged and sensitized BALB/c
mice presented increase of OVA-specific IgE titers, it was related with characteristic of
allergic state. This results corroborate with studies in that murine model allergic sensitization
in BALB/c mice, exposed to an aerosolized antigen, develop antigen-specific IgE (Oshiba et
al. 1996).

Once identified an OV A-sensitized BALB/c mice behavioral pattern, the present study
addressed whether the treatment with anxyolitic (diazepam - DZP), glucocorticosteroid
(dexamethasone - DEX) or B, adrenergic (salbutamol - SBL) could modify the “sickness
behavior” pattern induced by OVA.

The treatment with DZP in OVA-challenged and sensitized BALB/c mice induced
increase of exploratory and locomotor activities (number of head dipps and square crossed,
respectively) in HB test and exploratory activity (number of entries and the time spent open

arms) in EPM test, that corroborate with Takeda et al. (1998) demonstrated that the



administration of non-sedative doses of DZP (0.05 — 0.5 mg/kg) in mice induced an increase
in the frequency and duration of the head dip on the HB apparatus. Additionally, Nasello et al.
(1998) showed that anxiolytic drugs induced an increase in the number of entry and the time
spent in the open arms (EPM test). These results show a possible evidence that the “sickness
behavior” induced by OVA can be attenuated by DZP and that behavioral alterations induced
by DZP are consistent an anxiolytic effect. This data of DZP are important considering that in
sensitization with OVA the animals are submitted the two variants of stress: immune
challenge and psychic (unfamiliar ambient), reinforcing the hypothesis of interaction between
CNS and IS.

In immunological response was observed that DZP reduced the OV A-specific IgE titers in
OVA- challenged and sensitized BALB/c mice. Bessler et al. (1997) showed an inhibitory
effect of DZP in spontaneous IgA production in human peripheral blood mononuclear cells
suggesting that this drug may be modulating B cell activation. Besides that, Irie et al. (2004)
demonstrated DZP reduced histamine release in OV A-sensitized guinea pigs leading to an
improvement of asthma symptoms. Therefore, it is possible to suggest that DZP modulated an
antigen-specific IgE response in BALB/c mice that repeated exposure to antigen proteins such
as OVA. There is considerable evidence to support that the DZP possess both central (CNS)
as peripheral (immune) activities. Further studies will be necessary to better define the
mechanisms of action of DZP in the murine allergic model.

The treatment with DEX, other substance utilized in investigation of modulator activity on
behavioral alterations in OV A-challenged and sensitized BALB/c mice, induced an increase
of number head dipps and squares crossed in the HB test as well as of number of entry and the
time spent in the open arms in EPM test. However, the increase of exploratory and locomotor
activities induced by DEX can be due a neuro-modulatory activity of “sickness behavior” on
systemic stress (allergic state) in OV A-challenged and sensitized BALB/c mice Sorrells and
Sapolski (2007), related that the glucocorticoid to modulate and control the stress response in
minutes to hours following a stressor.

The treatment with DEX also caused a significant reduce the OV A-specific IgE titer
in OVA-sensitized BALB/c mice. Glucocorticoids are the most potent anti-inflammatory
drugs used for asthma treatment. They regulate gene expression decreasing transcription of
various pro-inflammatory proteins and increasing transcription of anti-inflammatory proteins
(Pignatti, 2004). It was reported that the DEX induces the production of lipomodulin which
enhances the synthesis of the IgE suppressor factor and thus suppresses the formation of IgE

(Queralt et al. 1995). Our results corroborate with the fact that DEX possess effects on the



IgE-dependent inflammatory response, as well as, it improved the sickness behavior pattern
observed in our study.

The animals treated with SBL did not show any change on the parameters analyzed in the
HB test. However, only the dose of 5 mg/kg increased the exploratory activity on the EPM
test. With base in this results, is possible to suggest that SBT might have ameliorated the
behavioral responses through it bronchodilator effect or by inhibiting mast cell degranulation
on the lung of these animals (Hughes et al. 1983).

Taken in considerations all results in this study, is possible to suggest that OVA model
induced behavioral alterations that can be utilized with tool to provide a immune-neuronal
communication; the OVA possess activity on CNS by to induce a “sickness behavior” and
drugs as such as DZP, DEX or SBL are able to modify this behavior. DZP caused modulation
of behavioral alterations as well as attenuated the IgE production. Further investigations are
necessary to give more detailed information of mode of action and or the pathways that are
responsible for the inhibition in “sickness behavior” by DZP, DEX, or SBL. In group this
results allow us to conclude that there is interaction of CNS and IS and that the OVA model

can be used for to analyze this interaction.
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Legends

Fig. 1 Effect of treatments with DZP, DEX or SBL in OV A-sensitized BALB/c mice on head
dip (A) and square crossed (B) counts in hole-board test. The values are the mean + S.E.M.
(n= 8). # p<0.01, ## p<0.001 as compared with negative control group (unpaired Student’s t
test); ***p<0.001 as compared with OVA group (unpaired Student’s t test).

Fig. 2 Effect of treatments with DZP, DEX or SBL in OVA-sensitized BALB/c mice on
number of entries (A) and the time spent (B) in the open arms in EPM test. The values are the
mean £ S.EM. (n= 8). # p<0.01 as compared negative control saline group (unpaired
Student’s t test); **p<0.01, ***p<0.001 as compared with OVA group (unpaired Student’s t
test).

Fig. 1 - Franco et al. 2006
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Table 1. Effect of DZP or SBL in OV A-specific IgE production.

GROUP
Saline
OVA
DZP (1 mg/kg)

SBL (20 mg/kg)

DEX (1 mg/kg)

OVA

PCA

365.4 £48.1

14.4 £ 5.1 ***

256.0 £57.2

268 £254*

The
IgE
titers
were
meas
ured
by
the
cutan
eous

anap

hylaxis passive reaction (PCA). Values are the mean £ S.E.M. * p<0.0.5; **p<0.01; *** p<0.001 as compared

with OV A group (unpaired Student’s t test). (-) not detected.
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