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Resumo

SOARES-RODRIGUES, C. Influéncia dos hormdnios sexuais femininos sobre a
inflamacao alérgica pulmonar em modelo murino de asma crénica. 2010. 102 f.
Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo, 2010.

Avaliamos a influéncia dos horménios sexuais sobre a inflamacao alérgica pulmonar
em modelo experimental de asma crdnica. Grupos: Basal, animais ndo manipulados;
OVx (ovariectomizados) e Sham-OVx/alérgico (falsamente operados), sensibilizados
7 dias ap0s a ovariectomia e desafiados com OVA a partir do 21° dia;
OVx+P/alérgico, tratados com progesterona antes da sensibilizacdo ou
OVx+E/alérgico tratados com estradiol antes da sensibilizagdo e dos desafios,
seguindo o protocolo dos animais OVx. Nossos resultados mostraram que a
ovariectomia reduz a migracao celular para o pulméo no grupo OVx em relagdo ao
grupo Sham-OVx/alérgico. O tratamento com estradiol aumentou o namero total de
células no grupo OVx+E/alérgico, enquanto o tratamento com progesterona no grupo
OVx+P/alérgico reduziu a migracdo celular para o pulmdo. Em relacdo a
quantificacdo de muco nas vias aéreas, observamos reducdo de muco e colageno
no grupo OVx em relacdo ao grupo Sham-OVx/alérgico. Nos animais do grupo
OVx+P/alérgico observou-se aumento na producdo de colageno em relagdo ao gupo
sem tratamento.

Palavras-chave: Inflamacdo pulmonar. Asma. Estrogeno. Progesterona.
Camundongos.



Abstract

SOARES-RODRIGUES, C. Influence of the female sexual hormones about the
pulmonary allergic inflammation in model murino of chronic asthma. 2010. 102
f. Dissertation Master degree (Pharmacology) - Institute of Biomedical Sciences,
University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

we evaluated the influence of female sex hormones on the pulmonary alergic
asthma in a experimental chronic asthma model.Groups: Basal, (non-manipulated
animals), Ovx (Ovariectomized) and Sham- Ovx/ allergic ( animals subjected to
similar manipulations except for the ovaries removal) sensitized 7 days after
ovarietcomy and challenged with OVA after the 21st Day, OVX+P/allergic, treated
with progesterone (200 pg/Kg) 24h before sensitization or OVx+E/allergic treated
with estradiol (300 pg/Kg) 4h before sensitization and the realized challenges,
according to the protocol of Ovx animal. Our results showed that the ovarietomy
(Ovx) reduces cell migration towards the lungs in OVx groups when compared to the
Sham-OVx/allergic group. The treatment with estradiol increased the total number of
cells in the Ovx+E/alleric group, while the treatment with progesterone in the
OVx+P/allergic group reduced cell migration towards the Ilung. About the
guantification of mucus in the airways, we observed the reduction of mucus and
collagen in the OVx group comparing to the non-treated group.

Key words: Pulmonary inflammation. Asthma. Estrogen. Progesterone. Mice.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doencas pulmonares obstrutivas que afetam um grande contingente
de pessoas no mundo, a asma ocupa lugar de destaque. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude atualmente 300 milhGes de pessoas sofrem desta
doencga. No Brasil, as estatisticas indicam que ocorreram 879.877 internagfes por
asma apenas no més de julho de 2009, sendo 50.000 apenas no estado de Séo
Paulo (DATASUS, 2009). A consequéncia social da asma é agravada pelos altos
valores dispendidos com internagcdes hospitalares, o grau de absenteismo na escola,
no trabalho e na piora da qualidade de vida dos pacientes asmaticos (ROCHLITZER
et al., 2006). Com respeito aos hormonios sexuais femininos (HSF), existem diversos
fatores indicando que sua oscilacdo esta envolvida com a piora do quadro asmatico
(TANG, 2001; REDMOND et al., 2004; STANFORD et al., 2006).

Observa-se na asma a presenca de células inflamatérias no pulmao,
citocinas, quimiocinas, aumento da expressdo de moléculas de adesdo, lesdo
epitelial, hiperreatividade brénquica e remodelamento das vias aéreas. Dentre as
células envolvidas na inflamacdo destacam-se mastdcitos, eosindfilos, linfécitos T,
macrofagos, neutrofilos. Em conjunto, essas células liberam mediadores
inflamatérios que contribuem para a manutencdo e desenvolvimento da doenca.
Células estruturais das vias aéreas como as células da musculatura lisa, fibroblastos
e epiteliais também produzem mediadores inflamatérios e exercem importante papel
na persisténcia da inflamagédo (MEHROTRA et al., 2009). Na vigéncia da inflamacgéao
cronica pode haver o aparecimento da hiperreatividade da musculatura lisa. Tal
fendbmeno leva a episédios recorrentes de falta de ar, sibilos, respiracdo ofegante e
tosse, principalmente nos periodos da manha e da noite (MARIM, 1997).

Frank et al.,, (1931), foram os primeiros a reconhecer a interagdo da
exacerbacdo dos sintomas da asma com a variacdo dos HSF observada no ciclo
sexual feminino. Estes autores observaram aumento na variabilidade do pico de
fluxo expiratério (PFE) no periodo que antecede a menstruacdo (2 a 3 dias). A partir
desses estudos definiu-se asma pré-menstrual como sendo as disfuncdes
pulmonares detectadas no periodo que antecede a menstruacdo. Estudos

subsequientes mostraram a existéncia de um subgrupo de mulheres asmaticas (30%
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a 40%) cuja funcdo pulmonar se deteriora durante o periodo menstrual
(SKOBELLOF, 1996; CHHABRA et al., 2005). E importante destacar que a asma
ndo ocorre somente com mais frequéncia em mulheres adultas em idade
reprodutiva, mas também mulheres asmaticas experienciam a forma mais grave
desta doenca. Visitas ao setor de emergéncia hospitalar com subsequentes
hospitalizagbes, assim como admissdo em unidades de terapia intensiva, por
agravamento dos sintomas da asma, sdo mais comuns entre mulheres adultas
gquando comparadas com homens (ROWE et al., 2009; RAO et al., 2003). Alguns
estudos demonstram que mulheres asméaticas possuem maior dificuldade em
controlar os sintomas da asma (TEMPRANO AND MANNINO, 2009) e, além disso,
experienciam longos periodos de hospitalizacdo (ALMARRI, 2006; SKOBELOFF et
al., 1992; GEHLBACH et al., 2002; LIN AND REHMAN, 1995). Um estudo realizado
com mulheres asméticas entre 21 e 48 anos com ciclo menstrual regular revelou que
57% das mulheres apresentaram piora dos sintomas asmaticos e 14% destas
mulheres apresentam piora do pico de fluxo expiratdério no final da fase luteal
(MURPHY AND GIBSON, 2008). Apesar de os estudos indicarem o envolvimento
do estradiol e da progesterona na inducdo/modulacédo de alteragbes no volume
expiratorio forcado (FEV1) em pacientes asmaticas, os dados existentes acerca dos
mecanismos subjacentes das alteragbes da asma em mulheres e que estejam
relacionados a oscilacdo dos horménios sexuais femininos s&do controvertidos.
Vérios estudos clinicos levam em consideracdo a relacdo género-idade e relatam
que na infancia a asma € mais freqiente em meninos (ALMQVIST et al., 2008).
Todavia, na puberdade a doenca torna se mais comum em garotas; e por volta da
guinta ou sexta década de vida, ou seja, ha p0s- menopausa, a prevaléncia torna- se
maior em mulheres (CANBERRA, 2003). No entanto, outros estudos relatam baixa
incidéncia de asma em mulheres na pos-menopausa quando comparadas a
mulheres jovens. Em contrapartida, mulheres na pds-menopausa sob terapia de
reposicdo hormonal evidenciam maior incidéncia da doenga (LANGE et al., 2001;
TROISI et al., 1995; BARR et al., 2004 GOMEZ et al., 2006; SIROUX et al., 2004).
Do ponto de vista da inducdo da asma, individuos sensibilizados, ou seja,
guando em contato com o antigeno, desencadeiam a resposta alérgica aguda na
gual os mastdcitos e a imunoglobulina E (IgE) parecem ser fundamentais (GALLI et
al., 2008). Nessas condigcbes observa-se reacdo asmatica aguda a qual se

caracteriza por broncoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular, edema e
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secrecdo de muco (GALLI et al., 2007). Nesse contexto criam-se condi¢cdes para o
desenvolvimento da resposta inflamatoria pulmonar onde os eventos pulmonares
contribuem para o quadro crébnico da asma bem como para suas repercussoes
funcionais tais como hiperreatividade brénquica e remodelamento (CARRILLO DIAZ
et al., 2006).

Como mencionado, a fase aguda da asma precede os eventos observados na
fase crénica. Para que o organismo seja sensibilizado é necessario o seu contato
prévio com o agente imunogénico. Admite-se que apods a inalacéo do alérgeno inicia-
se o processo de sensibilizagdo. Fatores genéticos e ambientais podem favorecer a
permeabilidade aos alérgenos e, conseqientemente, o desenvolvimento da resposta
Th2. Muitos alérgenos séo proteinas, alguns sao lipidios ou carboidratos e outros
podem ainda ser proteases como, por exemplo, a poeira caseira. Estas proteases
podem reduzir diretamente a funcao da barreira epitelial e ainda facilitar a entrada do
alérgeno no tecido.

O processo de sensibilizacdo se inicia com o antigeno sendo processado por
macrofagos e outras células apresentadoras de antigenos, como as células
dendriticas. Uma vez processados os fragmentos dos antigenos sdo apresentados
aos linfécitos T que auxiliam os linfécitos B a produzir imunoglobulinas. Estas, por
sua vez, ligam-se aos receptores presentes em mastoécitos e baséfilos. A ligacdo do
alérgeno a IgE presente em mastdécitos e baséfilos leva a liberagcdo de mediadores
inflamatorios (YING et al., 2006). Entre os efeitos dos mediadores inflamatorios
observados estdo a constricdo da musculatura das vias aéreas, dilatacdo de vasos
sanguineos, 0 aumento da permeabilidade microvascular, estimulacdo das
terminacfes nervosas sensoriais e secre¢cdo de muco na vias aéreas a qual ocupam
lugar de destaque (OKAYAMA et al., 2007). Portanto a reacdo de fase aguda, ou
seja, que ocorre minutos apos a exposicdo ao alérgeno reflete os mediadores
secretados pelos mastocitos no local afetado. Neste cenario a acdo dos mastocitos
contribui, portanto, com a indug&o da fase tardia visto aumentar o recrutamento de
leucdcitos (GALLI et al., 2008). Neste cenario, os mediadores inflamatérios
liberados/gerados pelos mastocitos ativados pela ligacdo do antigeno com
moléculas de IgE, exercem efeitos importantes na indu¢cdo do recrutamento de
células inflamatdrias para o pulméo em periodo mais tardios (YING et al., 2006).

A reacdo de fase tardia ocorre, aproximadamente entre 6 e 9h apds a

exposicao ao alérgeno e reflete as acdes de células da resposta imune adaptativa
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(linfocitos Thl, linfécitos Th2) (KAY, 2001) e inata (neutrofilos, mondcitos, eosinofilos
e basdfilos) que foram recrutadas da circulagdo, assim como a secrecdo de
mediadores inflamatorios residentes nos tecidos. Numa reacao tardia, os leucécitos
recrutados sdo as células T as quais contribuem com alteracdes das citocinas no
sitio afetado, granuldcitos (eosindfilos, neutrdfilos e baséfilos) e mondcitos
(OKAYAMA et al., 2007). Geralmente esta fase se resolve espontaneamente,
todavia, 0s mecanismos responsaveis por isso ainda sado desconhecidos. Galli et al.,
(2008) sugerem que a resposta tardia esta associada ao acumulo de eosindfilos no
pulmdo; enquanto Metzger et al. (1986) observaram ndo sé eosindfilos como
também neutrdfilos durante a fase tardia da asma.

Quando a exposicao ao alérgeno é continua e muita célula da imunidade inata
e adaptativa vindas da circulacdo sdo encontradas nos tecidos, a reacao inflamatoria
torna-se crénica. Sendo assim, a inflamacdo pulmonar persistente esta relacionada
com as alteragcbes estruturais celulares nos locais afetados. Sabe-se que a
inflamacédo persistente em pacientes com asma cronica envolve varias camadas das
paredes das vias aéreas que estdo associadas com: alteracdes no epitélio, incluindo
0 aumento das células de Goblet; aumento de citocinas e quimiocinas produzidas
pelas células epiteliais, assim como injuria epitelial; inflamacdo da submucosa;
aumento da deposicdo de proteinas da matrix extracelular na lamina reticular;
alteracdes dos fibrobastos, miofibroblastos e neovascularizacdo; hiperplasia e
hipetrofia das células musculares lisas (SCHLEIMER et al., 2007; DOHERTY e
BROIDE, 2007; MAUAD et al., 2007).

As alteragOes estruturais da fase cronica da asma sao observadas tanto nas
vias aéreas superiores quanto nas inferiores (ARVIDSSON et al., 2007). E notavel
gue a obstrucdo crbnica das vias respiratorias possa ser mais grave e prolongada
que a observada na fase aguda da doenca. Sugere-se que este evento seja em
decorréncia do aumento das ceélulas secretoras de muco e da perda de cilios
(REINHARDT et al., 2005). Em analises histopatologicas de pulmédo de pacientes
asmaticos, a submucosa apresenta-se infiltrada de linfocitos, macrégafos,
eosinofilos e nota-se aumento da permeabilidade vascular. O epitélio brénquico se
apresenta particularmente danificado e contém infiltrados de células inflamatdrias,
especialmente linfocitos (GINA, 2009). Ainda, ocorre descamacdo com perda de
cilios e a deposicéo de coldgeno torna a membrana basal enrijecida (REINHARDT et

al., 2005). Um aspecto importantes da fase crénica € o aumento da secrecao de
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muco mediada pelo aumento das células de Goblets, glandulas secretoras de muco,
além da hipertrofia da muscultarura lisa (BOUSQUET et al., 2000). H& também
aumento de células de Goblet, de glandulas secretoras de muco e de células da
musculatura lisa (SHIMURA et al., 1996).

Ressalte-se que, além de eosinodfilos, neutrofilos também s&o considerados
células importantes na inducao/piora da asma (WARD et al., 2002; HAMID et al.,
2003; KHOR et al., 2007) e ainda, considerando que o desenvolvimento da asma
envolve a sensibilizacdo do organismo, as células envolvidas na resposta imune
adquirida assim como os linfocitos, células apresentadoras de antigeno e o
complexo principal de histocompatibilidade devem ser considerados importantes
(GALLI et al., 2008). Mosmann e Coffman (1989) descreveram subpopulaces de
linfécitos auxiliares caracterizados pelo padrdo de producdo de citocinas. Nesta
situacao, linfécitos Thl geram citocinas cujas agdes sdo importantes para defesa
contra fungos e virus (componente da imunidade celular) em contraste aos Th2, os
quais liberam citocinas com participacdo na inflamacao alérgica (BARNES, 2008).
Considera-se, portanto, que a asma é uma doenca com perfil tipo Th2. No contexto
da asma, a producado de anticorpos depende de linfécitos Th2, que secretam IL-4 e
esta estimula a producado de IgE pelos linfécitos B (AKDIS et al., 2005). De forma
contraria, em situagBes onde o linfécito envolvido séo os Thl, a secrecdo de INF-y
por estas células € predominante, ndo havendo sinaliza¢do para producédo de IgE
(CALVANI et al.,, 2005). Esses eventos sdo decorrentes da apresentacdo do
antigeno por meio das células dendriticas as quais estdo envolvidas na iniciacdo e
amplificacdo da resposta imune, além de influenciarem a diferenciacado da resposta
em Thl e Th2 (HOLGATE, 2008). Logo, as caracteristicas das citocinas derivadas
dos linfécitos Thl e Th2 sao inibitérias para a diferenciacdo e funcédo dos fendtipos
Thl ou Th2, ou seja, as citocinas Thl inibem os produtos dos linfécitos Th2 e vice-
versa (MAGNAN et al., 2000). Assim, o IFN-y inibe a proliferacdo de células Th2 e a
interleucina 10 (IL-10) inibe as citocinas sintetizadas pelos linfocitos Thl. Este
“crossregulation” pode explicar o direcionamento da resposta para o perfil Thl ou
Th2 durante muitas infeccdes em camundongos e seres humanos. Segundo Caron
et al.,, (2001), a exposicdo de células dendriticas a histamina proveniente de
mastocitos promove maturacdo e diferenciagdo de linfocitos T naive em linfocitos
Th2. Havendo predominancia de ativagdo de linfocitos Th2 ha direcionamento da

resposta imune para o padréo de citocinas tipicamente alérgico (IL-4 e IL-13). Tais
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citocinas participam da estimulagdo e coordenacao da secre¢do de imunoglobulinas
e contribuem, portanto, para o desencadeamento de quadros de alergia bem com
para o desencadeamento da asma (NGOC et al., 2005).

O direcionamento da resposta imune para o perfil Th2 € um componente
importante do processo alérgico das vias aéreas. Nesse sentido, a hipOtese da
higiene relata que em pessoas expostas a parasitas e a outros microorganismos, na
infancia, o resultado do fenétipo dominante é o Thle podem, portanto, ser menos
suscetiveis a asma alérgica. Nos ambientes onde a higiene € melhor, h4 menos
exposi¢do a agentes infecciosos, a resposta Thl &€ menor e a resposta Th2 pode se
tornar mais prevalente (VAN OOSTERHOUT et al., 2005). Todavia, uma vez que as
células Thl bloqueiam a funcédo das células Th2, é possivel que o rebalanco das
células Th1/Th2 podem beneficiar alguns asmaticos (WOODFOLK, 2006).

As citocinas Th2 favorecem a producao de anticorpos, particularmente a IgE
e, ainda, contribuem com a proliferacdo de eosindéfilos. Nesse contexto, os linfécitos
Th2 produzem diversas interleucinas (IL) como, por exemplo, a IL- 4, IL-5, IL-10 e IL-
13 que sdo necessarias ao desenvolvimento da resposta alérgica (MOSMANN et al.,
1996).

Do ponto de vista da participacdo dos mediadores inflamatérios, € bem
estabelecido o envolvimento de citocinas no controle imunolégico da asma
(SHANNON et al., 2008). Nesse sentido, a IL-4 medeia a sintese IggE (MONTERO,
2006), estimula a producdo de muco, fibroblastos e o remodelamento das vias
aéreas (KIPS et al., 2000).

A IL-5 favorece o trafego de eosindfilos da medula 6ssea para as vias aéreas.
Em resposta a IL-5, macrofagos, eosinofilos e neutréfilos circulantes no leito vascular
do tecido pulmonar, interagem com moléculas de adesao no tecido perivascular e
peribrébnquico e migram para vias aéreas (COHN et al., 2001).

A IL-13 induz a fibrose pulmonar e, assim como a IL-4, estimula a secrecéo de
muco além de contribuir para a perpetuacdo da leséo tecidual (MONTERO, 2006). E
interessante notar que ratos tratados com anticorpo monoclonal anti-IL-13 reduziram
ou nao desenvolveram a hiperreatividade das vias aéreas, paralelamente ao
desenvolvimento da fibrose subepitelial e progressdo da inflamacdo terem
diminuidos. Além disso, o tratamento dos animais reverteu a hiperplasia das

glandulas produtoras de muco. Estes dados demonstram que anticorpos
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monoclonais anti IL-13 podem ser Uteis no controle da doencga durante exposicdes
repetidas ao alérgeno (YANG et al., 2005).

Outra citocina relevante na asma é o TNF. Esta citocina exerce um amplo
efeito no contexto da resposta inflamatoria. Nesse contexto sabe- se que o TNF
possui efeitos pro-inflamatorios tais como recrutamento de leucdcitos por meio de
“upregulation” de moléculas de adesdo e a interage com a sintese de citocinas e
guimiocinas. Além disso, € um potente estimulante de fibroblastos e, portanto, pode
desempenhar uma importante funcdo no remodelamento das vias aéreas. O TNF
pode mediar o inicio da inflamacao crbnica, ativando a secrec¢éo de citocinas de uma
variedade de células das vias aéreas (BARNES, 2008). O potencial envolvimento do
TNF na asma pode também ser sugerido pelo fato de esta citocina estar presente
em secrecdes, no liquido de lavado broncoalveolar e em biépsias de asmaticos
(KIPS, 2001).

Com respeito ao IFN-y, este é produzido por células Thl e exerce efeito
inibitério sobre as células Th2 e por causa disto pode suprimir as respostas alérgicas
(ROMAGNANI, 2006). A sintese de IFN-y é induzida pela IL-12 por meio das células
apresentadoras de antigenos, como células dendriticas e macrofagos em resposta a
agentes do microambiente como virus, por exemplo (TORRES et al., 2004). As
células apresentadoras de antigenos fazem o primeiro contato das células T naive
com o antigeno, assim a producado de IL-12 € necesséria para direcionar a resposta
imune para o perfil Thl1 (WENNER et al., 1996). Vale lembrar que pacientes
asmaticos submetidos a aerossolterapia contendo IFN-y tém reducao de eosindfilos
no LBA (MOYNIHAN et al., 2008). Ainda a administragdo de anticorpos anti- IFN-y
suprime a hiperreatividade das vias aéreas. Foi demonstrado que num desafio
crdnico com alérgeno, houve producéo de linfécitos TCD4+ por IFN-y em linfonodos
peribronquicos (KUMAR et al., 2006) e o tratamento dos animais com anti- IFN-y
diminuiu a producéo de células TCD4+. A transferéncia de linfocitos TCD4+ de ratos
alérgicos para ratos ndo manipulados desencadeia a hiperreatividade das vias
aéreas apos estimulo com metacolina, explicando a capacidade do anti-IFN-y em
inibir a hiperreatividade das vias (MOYNIHAN et al., 2008).

O recrutamento de leucdcitos circulantes para tecidos é regulado também
pela interacéo leucdécitos-endotélio e varias familias de moléculas de adesao (LEY,
2003). A migracao de leucdcitos para o tecido pulmonar depende das moléculas de



Introducéo 19

adesao (CAMs), L-selectina e da molécula de adeséo intercelular (ICAM)-1, ambas
expressas na superficie celular e no endotélio (TANG et al., 2001). Os leucdcitos
circulantes interagem com o endotélio vascular por meio de rolamento ao longo da
parede dos vasos. O processo de rolamento de leucocitos comega minutos apés a
sensibilizagdo, alcangando um pico entre 20 a 40 minutos, permanecendo constante
na circulacéo por pelo menos até 2h (BUTCHER, 1993).

As moléculas de adesdo séo sinalizadoras e participam da regulacdo da
inflamacé&o e da resposta imunologica como ocorre na asma (SPERTINI et al., 1991),
desempenhando um papel relevante na mobilizagdo celular. Podem, no pulméo,
regular o extravasamento e migracao de leucocitos para o intersticio, ativar células e
rete-las no tecido (WOODSIDE et al., 2008). Além disso, as moléculas de adesao
medeiam as adesdes celulares ao epitélio e ao endotélio, participam do
recrutamento e migracdo de células inflamatérias dos vasos sanguliineos até o local
da inflamacgéo (ULBICH et al., 2003). As selectinas estdo envolvidas com o trafego
de células do sistema imune inato, de linfécitos T e plaquetas. (GRAVES et al.,
1994). Este grupo de moléculas de adesdo (selectinas) € composto por trés
proteinas que sao diferentemente expressas em leucécitos (L-selectina), em
plaguetas (P-selectina) e no endotélio vascular (E-selectina) (TEDDER et al.,1995).
Em contraste com outras moléculas de adesdo, a funcdo das selectinas é restrita a
interacdo dos leucocitos com o endotélio vascular (LEY, 2003).

A L-selectina é expressa em leucocitos do sangue periférico e medeia o
rolamento destes na microcirculagdo (ARIFHODZIC et al., 2005). Em modelos
experimentais, camundongos transgénicos deficientes em L-selectina reduzem a
capacidade de migracdo dos leucdcitos circulantes. A migracéo de linfocitos também
pode ser regulada pela L-selectina, uma vez que a deficiéncia da expressao dessas
moléculas resulta em um namero aumentado de linfocitos residentes no bago além
de uma maior tendéncia de migracdo celular para o bago, em camundongos
“‘nockout” para a L-selectina (ARBONES et al., 1994). Por outro lado, apesar de
alguns estudos afirmarem que a L-selectina é fundamental no processo da
inflamacéo do pulméo e das vias aéreas, Lynne et al. (2001) evidenciaram que nao
h& reducgéo significante do influxo de leucocitos nas vias aéreas de camudongos
deficientes de L-selectina, ndo obstante, a auséncia da L-selectina tenha sido
associada a reducao seletiva de linfocitos TCD3+ no lavado broncoalveolar. Todavia,

uma observacdo interessante € a de que a auséncia da L-selectina em
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camundongos “nockout” contribui para a reducdo da hiperreatividade das vias
aéreas. Esses dados podem estar relacionados com os linfécitos TCD3+ (TANG et
al., 2001).

A E- selectina é sintetizada por células endoteliais e medeia a adesao de
neutrofilos no endotélio vascular. Uma vez expressa, ela € direcionada a lisossomos
para a degradacdo (SUBRAMANIAM et al.,1993) assim, outras moléculas de E-
selectinas podem ser depositadas, havendo um aumento na expressdo destas
moléculas na membrana plasmatica e, consequentemente, excesso de leucécitos
recrutados (ROSSI et al., 2008), Sabe-se que o bloqueio de sua funcé&o pode
diminuir o acumulo de neutréfilos (WOODSIDE et al., 2008). Nao obstante, a E-
selectina também contribui com o processo inflamatério agudo das vias aéreas e
com a obstrucdo das mesmas (NADI et al., 2007). De fato, tanto a E como a P-
selectina estdo envolvidas com a lesdo pulmonar em modelos experimentais de
injuria pulmonar em ratos (PITCHFORD et al., 2005).

Originalmente, a P-selectina foi purificada de plaquetas e mais tarde foi
encontrada em células endoteliais; € expressa e armazenada em granulos
secretores (granulos-a de plaquetas e de células endotelias) (MCEVER et al., 1989).
A P-selectina mobilizada de granulos a de plaquetas pode estar envolvida na fase
inicial do rolamento de leucdcitos, uma vez que o seu bloqueio reduz o transporte
inicial de leucécitos nos vasos de mesentério (DORE et al., 1993).

Como mencionado, na asma, por conta do processo inflamatorio recorrente,
ocorrem lesdes e reparacdes teciduais com subsequentes modificagbes estruturais
na &rvore bronquica, denominadas de remodelamento das vias aéreas. O repetido
processo de reparo apds a recorrente leséo tecidual inflamatéria e as consequientes
alteracdes na fisiologia das vias aéreas sao potenciais indutores de remodelamento
(BOUSQUET et al, 2004). Este é caracterizado por hiperplasia e hipertrofia das
células de Goblet ou células ciliadas e das células do musculo liso, aléem da
deposicdo de colageno (KIM et al.,, 2006). Células estruturais, como as células
epiteliais e células do mduasculo liso broénquico, participam da producdo de
mediadores e no desenvolvimento do remodelamento das vias aéreas na asma.
Histologicamente, o remodelamento das vias aéreas € marcado por infiltrado de
macréfagos e linfocitos, proliferacdo de fibroblastos, fibrose, destruicdo tecidual
(MEHROTRA et al., 2009). O remodelamento da estrutura pulmonar é considerado

caracteristico de algumas alteragcbes como, por exemplo, a fibrose subepitelial na
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asma. Essas mudancas no tecido pulmonar incluem alteragbes na matriz
extracelular do pulméo, onde metaloproteinases estédo envolvidas clivando proteinas
estruturais como as fibras colagenas e da elastina (BOUSQUET et al., 2004,
AMMINT, 2005).

Inseridas neste cenario estdo as metaloproteinases (MMPs) as quais sao
enzimas proteoliticas derivadas das ceélulas do musculo liso ou de infiltrado de
células inflamatérias. Podem modular a sinalizacdo entre células do musculo liso e
matriz extracelular (GREENLEE et al., 2007). As principais acdes das MMPs estao
relacionadas ao remodelamento dos componentes da matriz extracelularlas que
forma uma estrutura de suporte para a parede das vias aéreas. A matriz extracelular
€ uma rede complexa de macromoléculas que formam uma estrutura de suporte
para a parede das vias aéreas e é dinamicamente mantido pela acdo das
metaloproteinases as quais degradam a matriz extracelular, por meio da degradacao
do colageno, da elastina e da fibronectina (BURGESS et al.,, 2008). A estrutura
terciaria das fibras de colageno € perdida, uma vez que a desnaturacdo ocorre
devido a atividade proteolitica de metaloproteinases (DAVIS et al.,, 2000). Os
mondmeros de coldgeno que perdem a tripla hélice se ligam com alta afinidade
pelas integrinas de colageno (JOKINES et al., 2004). Isso pode explicar as respostas
diferenciais que foram observadas em células do musculo liso vascular quando
mantido em isoformas diferentes de colageno tipo | (RAINES et al., 2000). De
maneira interessante, a forma monomeérica de colageno tipo | aumenta a proliferacéo
de células do musculo liso, mas deixa suas respostas proliferativas insensiveis ao
tratamento por glicocorticoides (BONACCI et al., 2006). Também participam do
processo de migracdo de células normais, malignas e inflamatérias, bem como
induzindo a angioneogénese (LAMOOREAUX et al., 1998; TSUKIFUJI et al., 1999).
As metaloproteinases produzem MMP-1,-2,-3,-9,-10,-12,e -14 (FODA et al., 1999). A
transcricdo do gene de metaloproteinases € induzida por fatores de crescimento e
citocinas e o soro induz a expressao de MMP-2 e MMP-9 em células do musculo liso
(GREENLEE et al., 2007).

A MMP-2 é produzida principalmente a partir de células mesenquimais
(fibroblastos), ainda que células epidérmicas, endoteliais, macréfagos e neutrofilos
possam produzi-la em pequenas quantidades (NGUYEN et al., 1998). Também é
denominada colagenase tipo IV e, apesar de estar presente em niveis baixos

fisiolégicos em individuos normais (mantendo a homeostase do colageno), quando
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ativada, pode deteriorar elastina insollvel e destruir exageradamente o colageno
intersticial, além de participar da degradacdo da membrana basal do endotélio e de
induzir a angiogénese (AGREN, 1998).

A MMP-9 é produzida por células inflamatérias ativadas (neutrofilos,
eosindfilos e mondcitos/macréfagos) e células epidérmicas (especificamente
queratinécitos), sua presenca sempre traduz uma situacdo patologica. Suas acoes
sdo direcionadas a degradacdo do colageno intersticial, a reepitelizacdo, ao
desenvolvimento e amplificacdo de processos inflamatérios e a angiogénese
(KOBAYASHI et al., 1999).

As multiplas fun¢des das metaloproteinases envolvem influencia na estrutura
do masculo liso e no remodelamento das vias aéreas, ocasionando mudancas na
mecanica pulmonar (BURGESS et al., 2008). Logo, a inibicdo das metaloproteinases
esta associada a reducdo da proliferacdo do musculo liso e ao aumento da
proliferacéo de colageno (HENDERSON et al. 2007).

Nas vias aéreas de asmaticos, o perfil de proteinas de matriz extracelular esta
alterado. Em analises histolégicas de vias aéreas de individuos com e sem asma
observa-se deposicédo de colageno tipo |, lll, e V, fibronectina, tenascina, versican e
laminina ao passo que colageno IV e a elastina consistentemente estdo diminuidos
(LAITINEN et al., 1997; ROBERTS e BURKE, 1998).

Acredita- se que um dos mecanismos de deposi¢cdo de matriz extracelular é a
desigualdade entre sua sintese e degradacdo. Durante a transmigracao pela
membrana basal, células inflamatérias tais como eosinéfilos produzem e secretam
metaloproteinase-9 (MMP-9) a qual é capaz de digerir colageno tipo IV (OKADA et
al., 1997). Todavia, a superproducédo de inibidores tecidual de metaloproteinases-1
(TIMP-1), um inibidor de MMP-9, causa deposicdo de matriz extracelular e
espessamento da membrana basal, impedindo a degradacdo de matriz extracelular.
Contudo, a deposicdo de matriz extracelular consiste de colageno tipo Il e IV,
laminina, tenacina e fibronectina (WILSON et al., 1996).

Freqglentemente, os componentes da matriz extracelular, tais como colagenos,
Sao vistos como estruturas inertes, no entanto estudos recentes ilustram que estas
proteinas tém a capacidade de alterar a fungcdo celular, influenciando o
comportamentos celulares. E interessante notar que fragmentos de colageno
possuem propriedades tanto pro- inflamatérias quanto antiinflamatoria (ZIAIE et al.,

1999; THOMAS et al., 2007) e podem atrair quimiotaticamente neutréfilos para o
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pulmé&o, o que pode ser verificado tanto em estudos “in vitro” quanto “in vivo”. Em
uma exposicao a longo prazo (12 semanas), fragmentos de colageno instilados em
vias aéreas de camundongos resultou em distensdo alveolar, concentracdes
aumentadas de fator de crescimento endotelial (VEGF) e hipertrofia ventricular.
Portanto, o desenvolvimento destas alteracdes estruturais sugere que fragmentos de
coldgeno podem exercer e regular a inflamacédo e remodelamento das vias aéreas
(WEATHINGTON et al., 2006)

A destruicdo epitelial também €é um dos aspectos importantes do
remodelamento das vias aéreas, embora ndo seja incomum encontra-la em biopsias
de tecido das vias aéreas de individuos saudaveis. Todavia, em pacientes com
asma, foi verificado que as células epiteliais sofrem mais apoptose do que as células
de individuos normais. A destruicdo epitelial pode ser em parte consequéncia da
inflamacédo ou do mecanismo de impacto causado pela broncoconstricdo. Ainda
pode também refletir a suscetibilidade do individuo. Alguns estudos sugerem
alteracdes no fendtipo das células epiteliais de asmaticos e um aumento da
capacidade destas células em produzir citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento pré fibréticos (YING et al.,, 2006). Nesta situacdo, a destruicdo do
epitélio colunar facilita a entrada de particulas infecciosas que penetram na parede
das vias aéreas gerando uma resposta inflamat6ria com subsequente dano epitelial
(KNIGHT, 2002). Nesse contexto o substrato que € liberado pelas células epiteliais
na borda da lesdo pode migrar para reconstruir a camada de superficie lesionada
(DEVALIA et al., 1993). Nestes eventos, além de contribuir para o acumulo de matriz
extracelular provisoria, as células epiteliais das vias aéreas recebem apoio dos
fibroblastos da parede brénquica subjacente que ativamente liberam citocinas
capazes de estimular as funcdes das células epiteliais. Assim, a capacidade de
reparo das células epiteliais é dependente ndo somente apenas de suas atividades e
de sua interacdo com a matriz provisOria, mas também com citocinas e outras
células inflamatérias e parenquimais presentes nas vias aéreas, chamadas
comumente de fibroblastos da parede brénquica (SACCO et al., 2004).

Um importante e consistente aspecto a ser considerado na asma é a producao
excessiva de muco o qual bloqueia as vias aéreas periféricas e dificultam a
expectoracdo. Em 1880 na Alemanha, estudos realizados em autépsias
identificaram que rolhas de muco nas vias aéreas sdo umas das principais causa de

morte na asma (HOGG, 1997). Estes achados foram repetidamente confirmados por
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outros trabalhos enquanto estudos recentes relatam que na asma fatal mais de 98%
das vias aéreas se encontra obstruida por muco (KUYPER et al., 2003). Existem
evidéncias de que as células de Goblets estdo presentes nas vias aéreas periféricas
de asmaticos enquanto numa condi¢cdo normal ndo estdo presentes (ORDONEZ et
al., 2001). Além disso, na asma as glandulas submucosas sdo maiores em relacdo
aquelas presentes numa via aérea normal e contém uma propor¢do maior de muco.
Como resultado a secrecdo é anormal e com uma alta viscosidade do muco que
junto com a proteina basica eosinofilica contribuem com a caracteristica do muco
tenaz e viscoso da asma (ROSE et al., 2006).

Como mencionado, estudos sugerem que a incidéncia, gravidade e o
prognéstico da asma em mulheres podem ser afetados pela oscilacdo dos
horménios sexuais femininos seja no periodo menstrual ou na pds-menopausa.
Dados obtidos em modelos experimentais de asma indicam que os hormdnios
sexuais podem interferir com o sistema imunolégico, afetando as funcbes do timo,
modulando as atividades dos fagodcitos, linfocitos T, B e “natural killer’. Estudos
revelam que também afetam a producdo de citocinas produzidas por linfécitos Th2
(HUGHES e CLARK, 2007). As células inflamatérias podem expressar receptores
tanto para estrogeno quanto para progesterona. Em vias aéreas superiores, 0S
mastocitos, por exemplo, expressam receptores para ambos os horménios (ZHAO et
al., 2001). Um estudo realizado com mulheres asméticas revelou que o aumento dos
niveis de progesterona no soro antes da menstruacdo, foi visto facilitar a
desgranulacdo de mastécitos embora ndo tenha se observado aumento dos niveis
de histamina (NAKASATO et al., 1999). A influéncia dos hormdnios sexuais
femininos sobre o numero de células inflamatérias pode ser corroborada pela
variabilidade ciclica nos niveis sanguineos de citocinas e mediadores envolvidos na
inflamacé&o. Os niveis de leucotrienos no soro, por exemplo, aumentam de forma
consideravel no periodo que antecede a menstruacdo em mulheres com asma pré-
menstrual. Em contrapartida este evento nao ocorre em mulheres que néo
apresentam asma pré-mesntrual, onde nenhuma variagdo ciclica de histamina ou
leucotrieno € observada (BRANNSTROM et al., 1999).

Diversos relatos documentam o agravamento da asma e a reducao do pico de
fluxo expiratério durante o periodo pré-menstrual (STANFORD et al., 2006). A
broncoconstricdo observada na asma neste periodo parece envolver a interacdo de

horménios sexuais femininos com a funcionalidade dos mastécitos (ROBINSON et
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al., 2004). Chabra (2005) demonstrou que os hormoOnios sexuais sensibilizam os
receptores de adenosina presentes em mastocitos, fato que pode justificar a
exacerbacdo da asma no periodo pré-menstrual. Além disso, as concentracfes de
mastoécitos no soro de mulheres com asma pré- menstrual, durante o periodo que
antecede a menstruacdo, sao significantemente altas, favorecendo, portanto, o
desenvolvimento de alergias (NAKASATO et al., 1999).

Existem dados associando as alteragcdes pulmonares observadas na asma
pré-menstrual a queda brusca dos niveis de estrégeno que ocorre no periodo pos-
ovulatério e no periodo que antecede a menstruacdo (TAN, 2001; ENSOM et al.,
2003; VRIEZE, 2003; CHHABRA, 2005). Por outro lado, dados sugerindo a
existéncia de correlacdo entre asma pré-menstrual e aumento da relacéo estrégeno-
progesterona circulante também estdo disponiveis. Admite-se, nesta hipétese, que a
progesterona exergca acao protetora, razdo pela qual sua reducao relativa poderia
facilitar o desenvolvimento da asma em mulheres (BEYNON et al.,1988). Ainda,
estudos realizados por Hellings et al. (2003) demonstraram aumento da reatividade
das vias aéreas e da migracdo de células inflamatorias (em especial eosinofilos)
para o tecido pulmonar apGs o tratamento de camundongos com progesterona na
vigéncia da inflamagdo alérgica pulmonar (HELLINGS et al., 2003). E importante
destacar que pacientes afetados pela asma pré-menstrual, em comparacdo com
mulheres asmaticas que ndo apresentam exacerbacdo pré-menstrual, geralmente
desenvolvem sintomas mais graves e, frequentemente, sdo mais hospitalizadas
(BALZANO, 2001).

Dados obtidos em nosso laboratorio utilizando modelo experimental de asma
evidenciaram a influéncia dos horménios sexuais femininos na inflamacéo alérgica
pulmonar em diversos aspectos. O fio condutor dos nossos estudos foi investigar a
participacdo dos hormoénios sexuais femininos no recrutamento de células
inflamatorias para o pulmdo apds a exposicdo aguda de alérgeno em animais
ovariectomizados. Nesses estudos observamos que o estrégeno participa da
modulacdo da mobilizagdo de leucdcitos circulantes e da medula 6ssea acarretando
consequéncias para magnitude da inflamacdo alérgica pulmonar. O modelo
experimental que propusemos se constitui da sensibilizagdo alérgica 1 ou 7 dias
apos a remocao dos ovérios e desafio alérgico 14 dias ap0os a sensibilizacdo (grupos
OVx/alérgico-1 e OVx/alérgico-7 respectivamente). Em sintese observamos no grupo

OVx/alérgico-1 ha potencializacdo da inflamacdo pulmonar. Por outro lado,
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detectamos reducdo da inflamacéo alérgica pulmonar no grupo OVx/alérgico-7.
Tanto os efeitos observados no grupo OVx/alérgico-1 quanto aqueles do
OVx/alérgico-7 parecem relacionar- se com a alteracdo na relacdo
estrogeno/progesterona. Em estudos adicionais detectamos que o0 processo de
sensibilizacdo e a sintese de anticorpos anafilaticos, ndo foram afetados pela
remocao dos ovarios (LIGEIRO DE OLIVEIRA et al., 2004; RIFFO-VASQUEZ et al.,
2007), mas de alguma forma os mastdcitos, estdo funcionalmente alterados (de
OLIVEIRA et al., 2007). Ainda a reducéo dos niveis circulantes de estrogeno e de
progesterona, no periodo de exposicdo dos animais ao agente sensibilizante
associa-se as alteracdes na geracao de IL-4, IL-10, TNF-o e IL-1p, além de reduzir a
expressdo de moléculas de adesdo (ICAM-1, E-selectina e Mac-1). O tratamento
agudo dos animais com estradiol ou progesterona antes do desafio, pode ou néo
reverter tais interferéncias. Em sintese, a variacdo dos niveis circulantes dos
horménios sexuais femininos exerce efeito dual (aumento/reducdo) dos eventos que
compdem a resposta inflamatoria. Eventos como a desgranulacdo dos mastocitos,
expressdo de moléculas de adeséo e a atividade funcional de fagdcitos (pulmonares
e de células da medula 6ssea), aumentam e posteriormente reduzem, na medida em
gue os niveis hormonais decaem em decorréncia da remoc¢do dos ovarios e na
vigéncia de um segundo estimulo inflamatério (desafio antigénico).

Em conjunto, nossos dados permitem sugerir a existéncia de um mecanismo de
interferéncia seletiva dos hormonios sexuais femininos com o sistema imune no qual
0 periodo de tempo existente entre a remocao dos ovarios e a sensibilizacdo dos
animais com o antigeno exerce importante papel modulador.

Riffo-Vasquez et al., (2007) mostraram que a remoc¢ao dos ovarios 7 dias antes
da sensibilizacdo com OVA inibiu a eosinofilia pulmonar e os niveis de IL-5 no
lavado broncoalveolar (LBA). Além do mais, a reatividade das vias aéreas mostrou-
se reduzida neste modelo. A proliferacéo de células do baco e a liberacdo de IL-5
foram atenuadas ap0s a remocdo dos ovarios. Vale ressaltar que o0s animais
OVx/alérgico, sensibilizados e tratados com estradiol apresentaram reversao parcial
da reducao de eosindfilos e dos niveis de IL-5. Enquanto o modulador de receptores
de estrogeno (tamoxifeno) reduziu o numero de eosindfilos no pulméo de
camundongos com ovarios intactos sensibilizados, reproduzindo o efeito da
ovariectomia. Em conjunto esses dados sugerem um papel do estradiol no processo

de sensibilizagdo do organismo ao antigeno. Riffo-Vasquez et al. (2007) também
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mostraram que a remocao dos ovarios 8 dias apds a primeira sensibilizacdo de OVA
ndo altera a eosinofilia pulmonar nem a hiperreatividade das vias aéreas decorrente
do desafio alérgico. Ainda, a remocdo dos ovarios 8 dias apds o periodo de
sensibilizacdo induziu aumento significativo nos niveis de IL-5 no LBA. Vale lembrar
que também neste modelo o estradiol reduziu parcialmente os eosindfilos presentes
no pulmdo de camundongos alérgicos OVx/alérgico, sugerindo um efeito
antiinflamatério do estradiol durante a fase efetora da resposta imune.

Apesar de estudos, (desde 1940), demonstrarem consistentemente que
mulheres asmaticas relatam agravamento dos sintomas da asma no periodo pré-
menstrual, as evidéncias a respeito Da influéncia dos hormdnios sexuais femininos
no contexto da asma ainda sdo contraditérias. Com o0 advento da terapia de
reposicao hormonal, estudos realizados relatam que o estrégeno em mulheres na
pdés- menopausa (induzida por meio de cirurgia ou normal) pode aumentar o risco do
desenvolvimento da asma. Por outro lado, existem dados correlacionando a
reposicao de estrogeno tanto com a melhora como com a piora dos sintomas da
asma (HAGGERTY et al., 2003; BAR et al., 2004; RIFFO-VASQUEZ et al., 2007).

Com base nesses dados é possivel identificar uma complexa alteracdo dos
HSF com o sistema imune. Todavia, estudos associando a acdo dos hormoénios
sexuais femininos nas caracteristicas da asma crbnica ainda ndo estdo bem

estabelecidos, necessitando, portanto, de estudos adicionais.

1.1 Justificativa

Os estudos propostos nesse projeto tém como base avaliar a interferéncia dos
horménios sexuais femininos no desenvolvimento de algumas caracteristicas da
inflamagéo pulmonar em modelo murino de asma experimental crbnica.

Os trabalhos conduzidos até o momento em nosso laboratorio restringiram-se
ao estudo dos componentes associados aos eventos agudos da resposta alérgica
pulmonar. N&o obstante, alguns dos aspectos da inflamacédo crbénica que possam vir
a ser controlados pelos hormdnios sexuais femininos ainda ndo foram investigados.

Os dados existentes na literatura revelam que a oscilacdo dos hormodnios
sexuais femininos decorrentes do ciclo menstrual intensifica a sintomatologia da
asma, notadamente a fungédo pulmonar. Ainda, o estradiol aumenta a geracdo de

algumas citocinas pro-inflamatérias pelos fagocitos pulmonares. Por outro lado,
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indicacOes acerca do efeito protetor dos hormonios sexuais femininos na asma
também existem, indicando a subsisténcia de lacunas na compreensdo dos efeitos
dos hormoénios sexuais femininos na asma. Inconsisténcias similares, a respeito do
papel destes hormdnios, também séo descritas para mulheres na pos- menopausa e
gue estejam sob terapia de reposi¢ao hormonal. De fato, estudos demonstram que a
redugéo dos hormonios sexuais femininos pode contribuir para a melhora ou piora
dos sintomas asmaticos em mulheres na pdés-menopausa. O tratamento com
estradiol pode, portanto, ser condutor de alivio/piora do estado asmatico.

Nesse contexto, considerando a asma como doenca inflamatoria crbnica e a
participagdo dos HSF nos eventos agudos da asma, investigaremos, neste estudo,
as repercussdes pulmonares da reducdo dos HSF no que tange a geracdo de
mediadores inflamatdérios, recrutamento celular pulmonar e remodelamento das vias

aéreas.
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6 CONCLUSOES

1. A reducgdo da inflamagéo alérgica pulmonar cronica nos animais OVx/alérgico
sugere que os hormdnios sexuais femininos desempenham um papel modulador no

curso da resposta inflamatoria apés multiplas broncoprovocacdes;

2. Os hormonios sexuais femininos modulam notadamente o recrutamento de
eosinofilos e neutrofilos e também interfere na migracao de células da medula 6ssea

para o sangue e deste para o pulmao no grupo OVx/alérgico;

4. A auséncia dos hormoénios sexuais femininos se associou a menor producdo de

citocinas como a IL-10 e a IL-5 em explante pulmonar no grupo OVx/alérgico;

5. Os hormonios sexuais femininos medeiam as alteragées pulmonares envolvidas
com o remodelamento como observado no grupo OVx/alérgico no qual a producéo

de muco e colageno mostrou-se reduzida;

6. Neste modelo experimental de inflamacgéo alérgica pulmonar crénica o estradiol

parece exercer efeito pro-inflamatorio;

7. A falha na migracao celular para o pulmao observada no grupo OVx+P/alérgico
esta relacionada com os efeitos antiinflamatoérios da progesterona;

9. A progesterona parece modular parte do remodelamento das vias aéreas de
camundongos, uma vez que esta exacerbou a producédo de colageno no grupo de

animais OVx+P/alérgico;

10. O estradiol esta envolvido na produgdo de citocinas, aumentando a IL-5 e

reduzindo a IL-4 em explante pulmonar no grupo OVx+E/alérgico.
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