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RESUMO

Carnieli DS. Inflamagéao e remodelamento pulmonar em camundongos com
sensibilizacao alérgica em diferentes idades: um estudo comparativo. [Tese].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 87p.

A prevaléncia mundial de asma na infancia é alta. Altera¢des estruturais das
vias aéreas sao observadas na asma, e podem ocorrer precocemente na

infancia. Este estudo tem como objetivo comparar os resultados de um
modelo de sensibilizagdo alérgica, em camundongos de diferentes idades.
Para tanto foram utilizados camundongos Balb/C pré-desmamados, jovens e
adultos. O grupo de animais pré desmamados foram divididos em outros
dois grupos (18D — 18D1), sendo que ambos foram sensibilizados com duas
injecdes intraperitoneal (i.p.) de 10 yg ovalbumina (OVA) no 5° e 7° dia de
vida. Apos, o primeiro grupo de camundongos pré desmamados foram
submetidos a 01 (um) desafio, este consistente em receberem inalagdes por
3 dias consecutivos, a 3% de OVA, por 10 minutos, nos dias 14, 15 e 16. O
segundo grupo de camundongos pré desmamados foram submetidos 02
(dois) desafios, estes nos dias 09, 10 e 11; e 14, 15 e 16 dias de vida. O
grupo de camundongos jovens (40D) receberam as mesmas inalagbes nos
dias 22 a 24 e depois nos dias 36 a 38. Um quarto grupo de camundongos,
denominados adultos (100D), foram sensibilizados com 10 uyg OVA i.p. nos
dias 60 e 62 de vida; e também recebendo inalagcbes por 3 dias consecutivos
a 3% de OVA, por 10 minutos, nos dias 77 a 79 de vida, repetindo o

procedimento nos dias 96, 97 e 98, sendo que os animais em todos os

xii



grupos foram sacrificados 48hs apds a ultima inalacdo. Todos os grupos
possuiam um grupo controle respectivo, mesmo protocolo, mas ao invés de
OVA, recebiam apenas solugdo salina. Observamos que o0s animais
sensibilizados, quando comparados entre si, ndo apresentavam diferenca
quanto a densidade de células de eosindfilos (p = 0,052). A densidade de
células TCD3+ foi maior nos camundongos adultos € no grupo de animais
pré desmamados com dois desafios (p<0,001), ndo havendo diferenca nos
demais grupos (p=1,000). Foi possivel observar também uma maior
expressao de IL-5 nas vias aéreas quando comparados os grupos OVA de
18 dias de vida (18D e 18D1) com os seus controles (p=0,017). Todavia nao
houve esta diferenca de IL-5 nos grupos jovens e adultos. Entre os grupos
controles, a expressao de IL-5 foi menor nos grupos de 18 dias de vida (18D
e 18D1) em relagdo aos animais dos grupos de 40 e 100 dias de vida (40D e
100D - p<0,001). Verificamos ainda que o grupo de animais pré
desmamados com um desafio (p = 0,003) e os camundongos adultos (p =
0,006) apresentaram aumento da expressdao de TGF-B nas vias aéreas,
quando comparados aos seus respectivos controles; e que os camundongos
do grupo pré desmamado com um ou dois desafios apresentaram maior
expressdao de PAS no epitélio bronquiolar, quando comparado aos
camundongos jovens e adultos (18D e 18D1 - p=0,007 e 40D e 100D -
p=0,073). Entre os camundongos sensibilizados, 0 grupo pré desmamado
com um unico desafio, apresentou menor fragdo de area de colageno
comparado ao grupo de camundongos pré desmamados que receberam

dois desafios (p<0,001), ndo havendo outras diferengas entre os grupos.
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Camundongos jovens e adultos apresentaram um aumento de espessura do
musculo liso da via aérea (MLB) quando comparados a seus respectivos
controles (p = 0,048). Desta forma, foi possivel demonstrar que os
camundongos pré desmamados podem desenvolver alteragdes inflamatorias
e estruturais nas vias aéreas, porém apresentam caracteristicas diferentes
das alteragdes observadas em animais com maior idade. Por fim, conclui-se
que o presente estudo proporciona resultado e forma a ser utilizado como
base para um estudo experimental, seja para verificar o resultado de
medicamentos, seja para um estudo comparativo em criangas, jovens e
adultos com asma, a fim de se verificar as diferencas apresentadas; e assim,
auxiliar na adequada conduta clinica para prevencdo ou combate dessa

doenca.

Descritores: Asma. Camundongos. BALB/c. Inflamagcdo pulmonar.

Remodelagao das vias aéreas
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SUMMARY

Carnieli DS. Inflammation and Remodeling in infantile, juvenile and adult
Allergic Sensitized mice [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2010. 87p.

The prevalence of childhood asthma is high worldwide. Recent data indicate
that asthma structural changes occur early in childhood, and that structure
alterations occur early in life. In this study we have aimed to compare a
model of allergic sensitization in infantile, juvenile and adult mice. BALB/c
mice at different ages were sensitized with two intraperitoneal injections (i.p.)
of 10 pg ovalbumin (OVA) at day 05 and 07 and received 3 daily inhalations
of 3% OVA for 10 min on days 14 to 16 and 09 to 11 - 14 to 16 the infantile
groups (18d - 18d1).The juvenile mice (40d) at days 22 to 24 - 36 to 38 and
adult mice (100d) were sensitized with 3% OVA i.p. at day 60 and 62 and
received 2x 3 daily inhalations at days 77-79 and at day 96-98, being
euthanized 48h later. Control groups received saline using the same
protocols. The OVA treated animals were compared among each other there
were no differences regarding eosinophil cell density (p= 0.052). The density
of T CD3+ cells was higher in the adult mice and in the infantile group with
two challenges in relation to 18D e 40D (p=0.000), but without differences
between the former groups (p= 1.000). When OVA groups were compared to
the respective controls, infantile groups presented increased IL-5 expression
in the airways (p=0.017), no differences were observed in the juvenile and
adult mice. Among controls, IL-5 expression was lower in the infantile groups
in relation to the juvenile and adult mice (p<0.001). The infantile group
(p=0.003) with one challenge and the adult mice (p=0.006) presented
increased TGF-B expression in the airways when compared to their
respective controls. Infantile mice with one or two challenges presented more
PAS positivity in the bronchiolar epithelium than the juvenile and adult mice

(p=0.007 and p=0.073). Among the OVA mice, infantile mice with one
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challenge presented lower collagen area fraction than the group of infantile
mice that received two challenges (p=0.000), without further differences
among groups. Juvenile and adult mice had increased ASM thickness when
compared to their age related controls (p=0.48). In summary, we have shown
that infantile mice develop inflammatory and structural alterations in the
airways, but that are partially different from those developed in older animals.
Understanding the phenotypic differences in children vs adult asthma is very

important to treat disease adequately and to manage prevention of severity.

Descriptors: Asthma. Mice. BALB/c. Pulmonary inflammation. Airway

remodeling
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1 INTRODUGAO

1.1 Asma - Definicao e Fisiopatologia

A asma € um disturbio inflamatério cronico das vias aéreas,
constituindo-se de complexas interagdes entre os mastécitos, eosinodfilos,
linfécitos T, neutrdfilos, células epiteliais e mediadores inflamatorios (GINA,
2006). Esta inflamagao e suas consequentes mudangas estruturais nas vias
aéreas contribuem para a obstrucdo das vias aéreas e aumento da
hiperresponsividade brénquica. Apos uma variedade de estimulos, pacientes
asmaticos podem apresentar episédios recorrentes de sibilancia, dispnéia,
aperto no peito e tosse, 0os quais sdo comumente observados a noite e ao
despertar (Djukanovic et al., 1990; Warman et al., 2001; Hargreave , Nair,
2009)).

Para se desenvolver um quadro asmatico € necessario que,
primeiramente, haja a sensibilizacdo a algum antigeno, de modo a fazer com
que as células dendriticas da mucosa brénquica (atuando como antigenos)
interajam com os linfécitos T; e assim, provocando os linfécitos B a
produzirem imunoglobulinas (IgE), a serem liberadas na circulagédo
sanguinea para se unirem aos mastécitos; o que, por sua vez, desencadeara
um processo inflamatério.

,O paciente asmatico pode apresentar obstrucdo das vias aéreas,

devido a contragdo da musculatura lisa brénquica, em dois momentos
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distintos: imediatamente ao contanto com o alérgeno, instalando-se em
poucos minutos e com duragao de até 2h conhecido como fase imediata da
doencga ou tardiamente, ocorrendo apés a 32 hora do primeiro contato com o
alérgeno, conhecido como fase tardia da asma (Stumbles et al., 1998; Vieira
et al., 2007).

Existem evidéncias que o diagndstico recente de pacientes asmaticos
sugerem que o processo inflamatério possui papel fundamental na
fisiopatologia da asma (Laitinen et al.,, 1993). A literatura ainda evidencia,
seja em estudos experimentais ou humanos, que o processo inflamatério da
asma néo se restringe as grandes vias aéreas, sendo possivel observa-la
nas vias aéreas pequenas (Balzar et al., 2002; Tulic, Hamid, 2003), no
parénquima pulmonar (Xisto et al., 2005; Lancas et al., 2006) e nos vasos
pulmonares (Sur et al. 1999, Singh et al., 2005).

A asma é caracterizada por uma resposta denominada tipo Thy a qual
desencadeia a liberacao de citocinas tipicas como as Interleucinas 4 (IL-4), 5
(IL-5) e 13 (IL-13). Em modelos experimentais de inflamagao alérgica, com
sensibilizagcdo com ovalbumina (OVA), observamos que ha a mesma
liberacdo de citocina Thy, particularmente a IL-4 e IL-5, sendo que a IL-4 é
capaz de perpetuar a ativacdo dos mastdcitos, estes responsaveis pela
liberagao de IgE e IgG1, a qual induz a ativagcéo dos eosindfilos, assim como
estimulam a producido de muco. Ja a IL-5 estimula a proliferacéo e ativacao
dos eosindfilos (Vieira et al., 2007).

O remodelamento brénquico na asma é caracterizado pelo aumento

de deposicdo de proteinas de matriz extracelular nas vias aéreas, o que
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ocasiona a fibrose subepitelial, hipertrofia e hiperplasia do musculo liso, bem
como a hiperplasia das glandulas submucosas, o que leva a um
espessamento da parede brbnquica e menor calibre brénquico. Tais
alteragbes também sao observadas em pacientes asmaticos e em estudos
experimentais, sugerindo que o remodelamento brénquico é devido a
liberagdo de diversos fatores inflamatérios, de crescimento celular e de
liberagao de citocinas (Johnson, Knox, 1997; Vieira et al., 2007; Begueret et
al., 2007). Assim, concluem que a melhor compreensao da fisiopatologia da
asma e o seu adequado tratamento estdo nas estratégias preventivas da

doenca.

1.2 Asma Pediatrica — Prevaléncia

A asma na infancia tem alta prevaléncia mundial. Recentes dados do
ESTUDO INTERNACIONAL DE ASMA E ALERGIA NA INFANCIA (ISAAC -
fase trés) indicam que ha prevaléncia de chiado em 11,5% das criangas de 6
a 7 anos e 14,1% em adolescentes, levando-se em consideragao as amplas
variagbes geograficas. A literatura ainda aponta que a asma grave atinge
4,9% e 6,9% das criancas e adolescentes, respectivamente (Pearce et al.,
2007).

No Brasil, o ISAAC (fase trés) observou que ha um alto grau de
prevaléncia de chiado em criancas na idade escolar e adolescente, sendo
estes representados pelos percentuais de 24,3% e 19%, respectivamente

(Solé et al., 2006).



Introducdo 5

1.3 Asma Pediatrica

Em criangas com até 5 anos de idade, os sintomas clinicos da asma
sdo variaveis e nao-especificos. Além disso, a limitacdo do fluxo aéreo, a
inflamacdo das vias aéreas e as caracteristicas patoldgicas principais
ocasionadas pela doenga, nao podem ser avaliadas rotineiramente neste
grupo etario. Assim, para auxiliar no diagnostico de asma em criangas
pequenas, os sintomas e a abordagem descritiva sdo decisivos para a
definicdo dos diferentes fenoétipos de sibilancia (GINA, 2006).

Varios sao os fatores que podem contribuir para o aumento da asma
na infancia. O numero maior de sobrevivéncia de fetos prematuros com
pulmdes nao totalmente desenvolvidos, ou ainda o crescimento do numero
de mulheres gravidas fumantes. O que leva a uma maior probabilidade de
bebés com baixo peso e capacidade pulmonar reduzida, alterando, assim, o
crescimento das vias aéreas e dos pulmdes do feto, o que leva a um
aumento da resisténcia das vias aéreas, e maiores riscos de sibilancia nas
primeiras fases da vida (Asma brénquica, 2008). Além destes fatores, ainda
€ preciso levar em consideragcdo o grande numero de familias que possuem
condicbes sociais precarias, posto que criangas nestas condicbes sao
freqientemente expostas a alérgenos, como é o caso dos poluentes e do
fumo passivo, além de possuirem menos acesso a servigos meédicos
(Gelfand, 2008).

O objetivo do tratamento € conseguir o controle das manifestagdes

clinicas da doenga, mantendo-se este controle por tempo prolongado.
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Observa-se ainda que o controle da asma pode ser alcangado na maioria
das criangas de até 5 anos, bastando uma estratégia de intervencao
farmacoldgica, a ser desenvolvida em parceria com familia/cuidador e o
profissional de saude. Em criangas com idade superior a 5 anos € menores,
assim como em adultos, a inaloterapia constitui o gold standard em
tratamento da asma (GINA, 2006).

Ha evidéncias de que existem grandes diferencas fenotipicas entre a
asma em criangas e da asma em adultos (Gelfand, 2008).

Observa-se que quando a asma tem inicio na idade adulta, os
sintomas tendem a ser persistentes e graves; e a maioria dos pacientes nao
sao atopicos. Ja em criangas, a asma apresenta-se com um carater mais
episodico e geralmente esta relacionada a atopia (Gelfand, 2008), mas os
sintomas clinicos sao freqientemente observados apenas na adolescéncia
(GINA, 2006).

Existe possibilidade da asma adquirida na infancia poder regredir na
fase adulta. No entanto, quando ha sintomas graves na infancia, maiores
sdo as chances de recidiva na vida adulta (Horner, Strunk, 2007). No caso
de adolescentes asmaticos sem sintomas, estudos mostram que ha sinais
de inflamagao persistente e alteracbes da funcdo pulmonar, tais como
hiperinflacdo e/ou aumento do volume residual quando na fase adulta

(Berhane et al., 2000; Sears et al., 2003; Morgan et al., 2005).
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1.4 Bidpsia Bronquica em Criangas Asmaticas

Achados patologicos em biopsias de criangas asmaticas revelam
precoce anomalias estruturais, tais como espessamento da membrana basal
e aumento da musculatura lisa brénquica (Saglani et al., 2007, Sly, 2006).
Contudo, essas alteracdes, via de regra,ndo estdo presentes em criangas
que apresentam chiado, mas podem aparecer em criangas com menos de
trés anos. Ja em criangas com asma grave, estudos mostram que ha um
aumento na quantidade de massa do musculo liso das vias aéreas (Jenkins
et al., 2003; Bush, 2008a).

Estudos elucidam também que, na asma pediatrica, as alteragdes
estruturais podem ocorrer precocemente e, até mesmo, desvinculadas da
inflamacao das vias aéreas (Bush, 2008a).

Payne et al. (2003), observaram que criangas com asma grave
apresentam espessura de membrana basal semelhante a de adultos com
asma leve a moderada, porém nao encontraram correlagéo entre a duragao
da doenca, os niveis de volume expiratorio forcado no primeiro segundo
(VEF1) e a inflamacao eosindfilica.

De forma similar, Gelfand (2008) demonstrou em seu estudo, que
criangas com asma grave apresentam espessamento da membrana basal,
mesmo ndo desenvolvendo infiltrado inflamatoério importante na via aérea e

com prova de funcio pulmonar preservada.
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Por fim, A relagdo da membrana basal (BM) com gravidade, duragao
da doenga e niveis de fungdo pulmonar tem sido bastante inconsistente em

diversos estudos.

1.5 Modelos Experimentais

Os modelos experimentais de sensibilizacdo alérgica tém sido
amplamente utilizados para se analisar os mecanismos da doencga, bem
como o comportamento dos genes e células, até mesmo com a finalidade de
prever a seguranga de novos medicamentos ou produtos quimicos, antes de
serem utilizados em estudos clinicos. Os modelos experimentais também
contribuiram de forma significativa para o avango no entendimento da
fisiopatologia da asma enquanto doenca alérgica de via aérea (Shin et al.,
2009).

Dentre os modelos experimentais de doencga alérgica das vias aéreas,
0s camundongos apresentam inumeras vantagens, posto que,
diferentemente dos outros animais, permitem a identificacdo
de células, genes e mecanismos de inflamagdo das vias aéreas e
responsividade brénquica (Shin et al., 2009; Takeda, Gelfand, 2009; Sly,
Zosky, 2007).

Ademais, trata-se de espécie que possui compreensao detalhada de
sua genética.Tornando-a adequada para a investigacao do papel dos fatores
imunes humoral no desenvolvimento de doenga alérgica das vias

respiratorias, além de oferecer a oportunidade de explorar os mecanismos
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de reacdes alérgicas, devido a disponibilidade de numerosos reagentes
imunoldgicos, como os anticorpos contra citocinas, os fatores de
crescimento e os marcadores da superficie celular (Shin et al., 2009).

Recentemente, modelos experimentais de asma neonatal/juvenil
foram desenvolvidos (Ohki et al., 2005, Mayuzumi et al., 2007; Saglani et al.,
2009); e estes estudos foram capazes de demonstrar caracteristicas de
inflamacao alérgica das vias aéreas, como o observado em animais adultos.

Além disso, alguns autores evidenciaram que estes animais
desenvolvem sinais de remodelamento das vias aéreas, em paralelo a
inflamacao (Saglani et al., 2009); e poucos sdo 0s ensaios que comparam o
desenvolvimento, a magnitude da inflamacao alérgica das vias aéreas e o
remodelamento brénquico em animais neonatos ou pré-desmamados, juvenil
e adulto.

Assim, visto a prevaléncia da doenga, os sinais clinicos e o
diagndstico precoce em criangas com até cincos anos de idade e suas
diferencgas clinicas comparadas a asma no adulto, buscamos por meio deste
estudo apresentar um modelo experimental que possa auxiliar na pesquisa e
entendimento da asma pediatrica, assim como na compreensdo de suas
diferencas em relacdo a asma em adultos. Procurando observar presenca de
células inflamatdrias nas vias aéreas dos animais, assim como a expressao
de citocinas proé-inflamatdrias, hiperessponsividade das vias aéreas, além de
alteragdes estruturais, como deposigao de fibras de colageno, hiperplasia de
células caliciformes e diferengcas entre a espessura da musculatura lisa

brénquica.
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2 OBJETIVOS

1. Desenvolver um modelo de sensibilizagdo alérgica com ovalbumina

intraperitoneal em camundongos pré desmamados, jovens e adultos;

2. Verificar a hiperresponsividade das vias aéreas em camundongos pré

desmamados, jovens e adultos sensibilizados e expostos a OVA ;

3. Comparar a presenca de células inflamatérias nas vias aéreas de
camundongos pré desmamados, jovens e adultos sensibilizados e

expostos a OVA ;

4. Comparar a expressao de citocina pré-inflamatéria e a expressao de
TGF-B nas vias aéreas de camundongos pré desmamados, jovens e

adultos sensibilizados e expostos a OVA ;

5. Comparar as alteragcbes estruturais, como a hiperplasia de células
caliciformes, a deposicdo de colageno e o conteudo de fibras
musculares nas vias aéreas de camundongos pré desmamados,
jovens e adultos sensibilizados e expostos a OVA e verificar se estas

alteragbes serao mais evidentes no grupo de animais jovens;
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Comissio de Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

(CAPPesq) sob o Protocolo de Pesquisa n°. 1253/05.

3.2 Animais

Foram utilizados de 6 a 8 camundongos em cada grupo, sendo
machos e fémeas da linhagem Balb/C, divididos em pré desmamados, com
5 dias de vida e adultos, com 06 semanas de vida. Os animais eram
provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, permanecendo no biotério do Laboratério de Poluicdo Atmosférica
Experimental (LIM — 05), o qual possui bioterista préprio e todo o material de
manutencao necessario para os animais, estando de acordo com o “Guide

for care and use of laboratory animals” (NIH publication 85-23, revised 1985).
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3.3 Protocolos de Sensibilizagao e Exposig¢ao

O protocolo de sensibilizacdo foi baseado no modelo proposto por
Hamada e cols. (1999). Os grupos de tratamento com ovalbumina (OVA)
(Advanced Nutrition, RJ, Brasil) foram imunizados com 5 dias de vida, com
uma injegao intraperitoneal (i.p.) de 10 ug de OVA com 1 mg de Al (OH); em
0,1 ml de solugcdo tamponada de fosfato (PBS), repetindo-se o procedimento
aos 7 dias de vida.

Os animais foram divididos em trés grupos, sendo que um grupo foi
desafiado com aerossol solucdo de OVA 3%, utilizando um nebulizador ultra-
sbnico (Pulmoclear Luxo Il - Soniclear, S&do Paulo, Brasil), por 10 minutos
por dia, em trés dias consecutivos, a contar do 14 ° dia de vida até o 16° e
sacrificados no 18 ° dia. O segundo grupo recebeu os mesmos desafios,
mas em duas oportunidades, e estas foram nos dias 9, 10 e 11; e nos dias
14, 15 e 16 de vida, sendo sacrificados no 18° dia.

O terceiro grupo recebeu os mesmos desafios, agora nos dias 21 a 23
e 36 a 38, e foram sacrificados no 40 ° dia de vida.

Um quarto grupo, formado por camundongos adultos com 60 dias de
vida, foi imunizado (i.p.) com 10 ug de OVA (Advanced Nutrition, Rio de
Janeiro, Brasil), com 1 mg de Al (OH); em 0,1 ml de PBS, seguido de uma
nova e idéntica injecao aos 62 dias de vida. Estes animais também foram
desafiados com aerossol de solugdgo OVA a 3%, utilizando o mesmo

nebulizador ultra-sénico, por 10 minutos ao dia, em trés dias consecutivos,
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sendo estes os dias 76, 77 e 78 de vida; repetindo-se nos dias 96 a 98, e
sendo sacrificados no 100° dia.

Os grupos controle receberam uma inje¢ao i.p. do veiculo (1mg
Al(OH); em 0,1ml PBS), assim como foram desafiados com aerossol, mas
apenas com solugao salina, utilizando também o nebulizador ultra-sénico,
conforme periodos realizados nos grupos de tratamentos, bem como
respeitando-se os mesmos protocolos, de acordo com a sua faixa etaria, ou
seja, de camundongos pré desmamados, jovens e adultos. O desenho do

estudo esta representado na Figura 1.

Grupo Sensibilizagao Inalagao Inalagéo Sacrificio***
Intraperitoneal* OVA 3%** OVA 3%**
| | | | | |
18D — I — |
D5 D7 D14 D15 D16 D18
| | | | | | | | |
18D1 I T I |
D5 D7 D9 D10 D11 D14 D15 D16 D18
| | | | | | | | |
40D — I — I — |
D5 D7 D21 D22 D23 D36 D37 D38 D40
| | | | | | | | |
100D —— I I |
D60 D62 D77 D78 D79 D96 D97 D98 D100

D = Dias de vida

* OVA 10 pg com 1 mg de Al (OH)3 em salina 0.1ml (0.9% NaCl)

** Inalagdo de OVA 3% ou salina, 10 minutos por dia, em 3 dias consecutivos em todos os
experimentos

*** Sacrificio apds 48h apds a ultima inalacao

Figura 1. Protocolo de Sensibilizagdo. (D = Dias de vida).
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3.4 Método

3.4.1 Avaliagcao da Responsividade Bronquica

A avaliagao observou a responsividade brénquica dos camundongos
48h apds a ultima inalagao com solugao de OVA ou salina. Nesse momento,
foi mensurado a respossividade pulmonar dos camundongos para
metacolina (Mch), através de um sistema de pletismografia de corpo inteiro
(BUXCO, Winchester, Reino Unido).

Nesse ponto, vale explicar os motivos determinantes para utilizagao
deste aparelho (BUXCO), pois o mesmo possibilita a avaliacdo de
responsividade brénquica ndo somente nos animais jovens e adultos como
também nos pequenos animais (grupo de animais pré desmamados).

Assim, cada camundongo foi colocado em uma cémara, onde
respiravam espontaneamente para que fossem coletados os valores de
fluxo. O pletismoégrafo € composto de dois orificios que permitem a
comunicacado do interior da camara com o meio externo — sendo estes
chamados de pneumotacografos. O valor de pressdo coletado esta
relacionado ao fluxo de entrada e saida de ar da camara, verificado pelo
pneumotacografo. Vale ressaltar que o pletismografo é calibrado a fim de
estimar o fluxo e o volume provenientes do sinal da camara. Assim, o tempo
de expiracao (TE) e relaxamento (TR - tempo de decaimento de até 36% da
pressao total da camara durante a expiragédo), o pico inspiratério e o pico
expiratério foram transmitidos pelo sinal de pressao da cadmara. Ja os picos

de fluxo inspiratérios (PIP) e o pico de fluxo expiratério (PEP) foram
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calculados partindo das pressdes dos picos inspiratorios e expiratorios
conforme descrito por Hamelmann et al., (1997). Desse modo, utilizamos as
férmulas abaixo, a fim de obter os valores da “pausa aumentada” ou
enhanced pause (Penh):

Pausa=TE-TR Penh (Enhanced Pause) = PEP x Pause

TR PIP

Os estudos existentes evidenciam o Penh como o principal indicador
da broncoconstricdo das vias aéreas, representado pela sua correlagdo com
a resisténcia das vias aéreas, medida de acordo com métodos normalizados
de avaliagcdo em camundongos BALB/c (Adler et al., 2004; Lomask M. 2006).

Os dados foram coletados segundo descrito por Hamelmann et al.,
(1997), de modo que as camaras foram nebulizadas por trés minutos com
solugdo salina; e apds a ambientacdo dos animais, foram seguidos de
nebulizagao de solugdes de metacolina (Mch) em concentragcbes crescentes
(6, 12, 25, 50 mg/ml), com a realizacdo da mensuragao por cinco minutos.
Assim, com uma média de 25 ciclos respiratérios e a média dos valores
acumulados, expressos em cada concentragdao de Mch, foram calculados os
valores do Penh (Vieira et al., 2007).

Os resultados foram expressos como valores de Penh, Penh max e

valores de 50% da dose efetiva de sensibilidade (EDS50).

3.4.2 Anafilaxia cutanea passiva (PCA) para IgE e IgG1-OVA especifica
A mensuragao dos titulos de IgE anafilatico e IgG4-OVA de anticorpos

especificos foi realizada através da técnica de Anafilaxia Cutanea Passiva -
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PCA, conforme descrito por Ovary (1964) e modificado por Mota e Perini
(1970).

O titulo dos anticorpos da classe IgE anti OVA foi determinado pela
reacao de PCA em ratos, visto que somente esta classe de anticorpos de
camundongo é capaz de sensibilizar a pele do rato. Ratos Wistar Furth
normais foram previamente tricotomizados no dorso e injetados
intradermicamente com 100ul de dilui¢des seriadas das amostras de plasma,
estas obtidas de camundongos submetidos ao protocolo de imunizacéo.
Apods um periodo de laténcia de 24 horas, os animais foram inoculados pela
via endovenosa com 1,0 ml de solugéo azul de Evans a 0,5% contendo 1 mg
de OVA/ml.

Ja para a titulacdo da classe IgG, foram utilizadas aliquotas de
plasma inativada por 1 hora, em banho maria a 56°C, a fim de destruir a
atividade devida aos anticorpos da classe IgE. Camundongos BALB/c
normais foram previamente tricotomizados, no dorso e injetados
intradermicamente com 50ul de diluicdes seriadas das amostras dos
plasmas obtidos de camundongos, estes submetidos a diferentes protocolos
de imunizagao. Apdés um periodo de 2 horas, os animais foram inoculados
pela via endovenosa com 0,5ml de solugao azul de Evans a 0,5% contendo
1mg de OVA /ml.

As leituras das reacdes foram realizadas 30 minutos apds o desafio
com antigeno. Os titulos do PCA para IgE ou IgG; OVA especifico foram
expressos com a reciproca da maior diluicdo dos plasmas que apresentaram

uma reagao de 5mm de didmetro (Mota e Perini,1970).
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3.4.3 Preparacgao do tecido

Os animais foram sacrificados com pentobarbital sédico (50 mg / kg
de peso corporal, ip), sendo a caixa toracica aberta, com retirada de todo o
pulméo, traquéia e coracao; apoés, foram fixados por meio de instilacdo
intratraqueal de formol (formaldeido 4% em tampao de 2%), e decorridas 24
horas, foram incluidas em parafina. Os cortes para amostras de tecido
pulmonar foram em sentido transversal e preparados para a

imunohistoquimica, a fim de permitir a analise das estruturas.

3.4.4 Histoquimica

Os cortes histoldgicos foram corados por Hematoxilina Eosina (H&E)
para analise histopatolégica de Picrossirius-Hematoxilina, o que permitiu
estudar as fibras de colageno e PAS- Alcian-Blue (PAS/AB). Para analise da
hiperplasia das células caliciformes, assim como o Tricrémio de Masson,
foram analisadas as fibras musculares e a coloragdo Luna, esta para

quantificar os eosindfilos (Langas et al., 2006).

3.4.5 Imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada utilizando anticorpos policlonais de
ratos anti-CD-3 (1:300, Serotec Inc., Raleigh, Carolina do Norte) e de
coelhos anti interleucina-5 (IL-5) (1:800, Santa Cruz Biotechnology, CA) e
fator transformador de crescimento beta (TGF-B) (1:1200, Santa Cruz

Biotechnology, CA), tabela 01.
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Os cortes foram desparafinizados e aplicados em solugao de perdxido
de hidrogénio 0,3% por 35 minutos, com o fim de inibir a atividade da
peroxidase endégena. A recuperacdo de antigenos foi realizada com
solugdo de citrato durante 45 minutos. As seg¢des foram incubadas com o
anticorpo primario durante a noite, em uma temperatura de 4°C, e o método
streptavidina biotina peroxidase (Vectastain, Irvine, CA) foi utilizado como
anticorpo secundario; e 3,3 de diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Co,
St Louis, MO) como cromégeno. Todas os cortes foram corados em 1
sessao de coloragao, usando anticorpos provenientes de um unico lote. Para

controle negativo, o anticorpo primario foi substituido por PBS.

Tabela 1. Anticorpo utilizado para realizar Imunohistoquimica.

Anticorpo Espécie Diluicao Clone Fornecedor
IL-5 Coelho 1:800 Policlonal Santa Cruz Biotechnology,, CA
TGF-B Coelho 1:1200 Policlonal Santa Cruz Biotechnology,, CA
CcD3 Rato 1:300 Policlonal Serotec, Raleigh, Carolina do Norte

3.4.6 Morfometria

Para a quantificagcdo da densidade das vias aéreas de eosindfilos e
células TCD3+, utilizamos a técnica de contagem de pontos (Vieira 2007). A
referida contagem foi realizada através de um reticulo com 168 pontos,
acoplado a um microscopio eletrbnico, com area conhecida de 11.449 ym?
em um aumento de 1000x, sendo verificado 25 campos de vias aéreas

(média de 5 vias aéreas) de cada animal. O musculo liso da via aérea (MLB)
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e a quantidade de area epitelial corada por PAS/AB foram mensurados pela
contagem de pontos sob o musculo e area epitelial corada por PAS/AB,
dividido pelo numero de intercepto de membrana basal (Vieira et al., 2007).
Os resultados foram expressos como numero de pontos sob o musculo liso e
area epitelial corada por PAS/AB por intercepto de BM.

O colageno da via aérea, e a expressdo do TGF-B e IL-5 foram
obtidos por meio de analise de imagem, utilizando o software Image-Pro ®
Plus 4.5 para Windows ® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, E.U.A.), em
um microcomputador compativel ligado a uma camera digital e acoplada a
um microscopio de luz (Leica DMR, Leica Microsystems GmbH Wetzlar,
Alemanha). Neste contexto, foram analisados 5 vias aéreas por animal,
totalizando 25 campos, com uma ampliacdo de 400x. A area demarcada
positiva foi dentro da parede das vias aéreas ou do epitélio e foi determinada
pelo limite de cores. Os resultados foram expressos em percentagem de
colageno, TGF-B e IL-5 [area positiva (um?)], dividido pela area total das vias

aéreas (um?3).

3.5 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS versao
15.0%° (SPSS, Chicago, lllinois, USA).

Os dados nao paramétricos foram apresentados como mediana e
interquartil, e expressos como média; Ja os dados paramétricos foram na

forma de media + desvio padrao (DP). A significAncia estatistica entre dois
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grupos foi avaliada por testes T de Student ou teste de Mann-Whitney. Para
comparagoes entre 2 grupos, a analise de variancia (dados paramétricos),
ou Kruskall-Wallis (dados nao-paramétricos), foi seguido do post-hoc de

Bonferroni. O nivel de significancia foi ajustado para p <0,05 (Zar, 1984).
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4 RESULTADOS

Observamos que todos os grupos experimentais sensibilizados e
expostos a OVA apresentaram sinais de inflamagédo alérgica das vias
aéreas, caracterizada pela presencga de eosindfilos e pela maior produgao de

muco, quando comparados ao respectivo grupo controle. (Figura 2).
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Figura 2. As figuras mostram a via aérea de camundongos em diferentes
idades. O painel da direita (A, C, E, F) sado vias aéreas de camundongos em
diferentes idades do grupo controle. Ja o painel da esquerda (B, D, E, H)
mostra a presenga de inflamagdo e remodelamento das vias aéreas em
camundongos com inflamag&o pulmonar alérgica, sendo (B) - Camundongos
pré-desmamados com um desafio inalatério; (D) - Camundongos pré-desmamados
com dois desafios inalatérios; (F) - Camundongos Jovens; e (H) - Camundongos

Adultos. A escala utilizada foi de 60 um.
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4.1 Responsividade das Vias Aéreas

Os grupos sensibilizados e expostos a OVA apresentaram maior
capacidade de responsividade pulmonar.

Verificamos também alteragcbes consideradas altas no Penh Max dos
grupos de animais pré-desmamados (p= 0,023) e de animais jovens (p =
0,046). Ja em relacao a sensibilidade de dose de Mch, em nossa analise
identificamos valores do ED50 estatisticamente elevados nos grupos de
animais jovens e adultos (40D p= 0,05 e 100D p = 0, 014). Nao observamos
diferenca estatistica quando comparamos os grupos sensibilizados e

expostos a OVA em relagao ao Penh Max e ED50. (Figura 3).
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Figura 3. Trata do efeito da sensibilizagdo alérgica na responsividade
pulmonar de camundongos com diferentes idades, sendo. A: Camundongos
pré-desmamados sensibilizados e expostos com um ou dois desafios inalatérios de
OVA comparado a seu grupo controle; B: Camundongos Jovens sensibilizados e
expostos a OVA comparado a seu grupo controle; C: Camundongos Adultos
sensibilizados e expostos a OVA comparado a seu grupo controle). Valores
expressos em PENH, PENH MAX e ED50. BAS: basal, SAL: salina, 6 a 50:
concentracoes crescentes de Mch (mg/ml). (PENH - & p=0,002 (saline dose);
*p=0,017 and ** p=0,036; PENH MAX - # p=0,023 and ## p= 0,046; ED50 — (1) p=
0,050 and ([ (1) p=0,014).
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4.2 Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA) para IgE e IgG1-OVA especifica

Os titulos de PCA para IgE e IgG1 apresentaram elevados indices em
todos os quatro grupos experimentais sensibilizados e expostos a OVA,
quando comparados aos respectivos controles. Os camundongos também
passaram a produzir maiores titulos de anticorpos a partir do grupo de

animais jovens (40D) até os adultos (100D). (Tabela 2)

Tabela 2. Producdo de anticorpos anafilatico em camundongos
sensibilizados com OVA.

Grupo Sensibilizado Controle
com OVA IgE IgG1 Controle IgE IgG1
18D 1:20 1:25 1:5 1:5
18 D1 1:20 1:25 1:5 1:5
40 D 1:160 1:160 1:5 1:5
100D 1:320 1:640 1:5 1:5

Titulos de IgE e 1gG1 foram obtidos por PCA em ratos e camundongos,
respectivamente, sensibilizado com plasma de camundongos imunizados e
desafiados com OVA. A maior diluicao de plasma individual que induziu uma reagao
positiva em dois testes repetidos representa a titulagdo de PCA nos camundongos.
Os resultados sao representativos e com a diferenca de no minimo duas dilui¢cbes.

4.3 Inflamagao

Observamos que todos os grupos sensibilizados a OVA tiveram um
aumento significativo na densidade de eosinodfilos e células TCD3+, quando
comparados ao seu respectivo grupo controle, independentemente da idade,
sendo o eosindfilos p = 0,003 e as células TCD3+ p = 0,008. Nao foram
encontradas diferengas significativas na densidade celular dos eosindfilos e
células TCD3+ entre os grupos controles (eosindfilos -p = 0,097 e células

TCD3+ p = 0,339) (Figura 4).
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Quando comparamos entre si 0os grupos de animais sensibilizados e
expostos a OVA, também nao identificamos diferenga estatistica em relagao
a densidade de células de eosindfilos, com p = 0,052 (Figura 4).

Ja em relacédo a densidade de células TCD3+, foi possivel observar
maior densidade celular nos grupos sensibilizados com OVA de animais
adultos e pré-desmamados com dois desafios, em relagdo aos grupos pré-
desmamados com um desafio e o grupo de animais jovens (p = 0,000); ndo

havendo diferenca entre os demais grupos (p = 1,000) (Figura 4).
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Figura 4. Os graficos mostram presenca de inflamagao bronquica. A -
Inflamacéo eosinofilica nas vias aéreas em diferentes grupos de estudo, os
resultados foram expressos como eosindfilos (coloracédo Luna) por area (0,1mm?);
B - Inflamacgao linfocitica nas vias aéreas - T CD3+ em diferentes grupos de

estudo, os resultados foram expressos como T CD3+ por area (0,1mm>).
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4.4IL-5 e TGF-B

Neste teste, ao comparamos os grupos OVA com seus respectivos
controles, observamos que os grupos de camundongos pré-desmamados
com um e com dois desafios apresentaram maior expressao de IL-5 nas vias
aéreas (p = 0,017), mas nao havendo diferengas significativa nos grupos de
animais jovens e adultos. Entre os grupos controles, a expressao de IL-5 foi
menor nos grupos de camundongos pré-desmamados com um e com dois
desafios em relagdo aos grupos de animais jovens e adultos (p<0,001)
(Figura 5).

Entre os grupos OVA nao houve diferenca estatistica em relagao a
expressdao de TGF-B (p = 0,14). Porém, foi verificado que o grupo de
camundongos pré desmamados com um desafio € o grupo de camundongos
adultos apresentaram aumento da expressao de TGF-3 em suas vias aéreas
(18D p = 0,003 e 100D p = 0,006), isto quando comparados a seu respectivo
controle, o que nao foi observado nos grupos de camundongos pré-
desmamados com dois desafios € no grupo de animais jovem. Vale ainda
dizer que nao houve diferencas significativas na expressao de TGF-j3,
quando comparamos 0s grupos controle entre si (p = 0,098), conforme

quadro a seguir (Figura 5):
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Figura 5. Os graficos mostram o efeito da sensibilizagdo alérgica em
camundongos com diferentes idades. (A) Indica a expressdo de IL-5 nas vias
aéreas de diferentes grupos de estudo, sendo os resultados expressos em
percentagem de area de IL-5 (um?), dividido pela area total das vias aéreas
(um?); e (B) indica a expressédo de TGF-B nas vias aéreas de diferentes grupos de
estudo, com os resultados expressos em percentagem de area de TGF-B (um?),

dividido pela area total das vias aéreas (um?).

4.5 Hiperplasia da Células Caliciformes

Neste caso, houve um aumento estatisticamente significativo na
propor¢gdo da area epitelial corada por PAS/AB, em todos os grupos
sensibilizados e expostos a OVA, quando comparados com seus respectivos
controles (p = 0,004); e ndo havendo diferenga quando comparamos 0s
grupos controles entre si (p = 0,704). Os grupos de animais pré-
desmamados com um e com dois desafios apresentaram maior proporgao
da area epitelial corada por PAS/AB, quando comparado aos grupos de

animais jovens e adultos (p = 0,007) (Figura 6).
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Figura 6. O grafico mostra o efeito da sensibilizacdo alérgica em
camundongos com diferentes idades quanto & area corada por PAS/AB no
epitélio bronquico. Os resultados foram expressos como n° pontos sob a area
epitelial corada por PAS/AB por intercepto de BM (n°pontos/Intercepto de
MB).

4.6 Fibras de Colageno

Entre os grupos controles, houve um aumento da area fracional de
colageno nos animais pré-desmamados, comparados aos animais adultos (p
< 0,001), ndo havendo diferengas com os demais grupos.

Observamos também que todos os grupos sensibilizados com OVA,
apresentaram fracdo maior de area de colageno, quando comparados a seu
respectivo grupo controle (p = 0,037), excecdo feita ao grupo de animais
jovens (p = 0,336). Entre os grupos OVA, os animais pré-desmamados com

um desafio apresentaram fracdo menor de area de colageno, ao
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compararmos com o grupo de animais pré-desmamados que receberam dois
desafios (p < 0,001). Por fim, vale dizer que nao encontramos outras

diferengas entre os grupos, conforme se depreende da Figura 7:
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Figura 7. O grafico mostra o efeito da sensibilizacdo alérgica em
camundongos com diferentes idades quanto ao conteudo de area fracional de
colageno nas vias aéreas. Os resultados foram expressos em porcentagem de

area de colageno (um?) dividido pela area total das vias aéreas (um?).

4.7 Musculo Liso da Via Aérea

O grupo de animais pré desmamados com dois desafios
apresentaram a maior espessura de musculo liso das vias aéreas superiores
com p = 0,006. Comparando os grupos de animais sensibilizados e expostos
a OVA, o grupo de animal pré-desmamados com dois desafios novamente
apresentou uma espessa MLB, ou seja, maior que dos demais grupos

(p<0,001). Todavia, quando o comparamos com seu respectivo controle, néo
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observamos diferenca estatisticamente significativa (p=0,848). Ja em relagao
aos grupos de animais jovens e adultos, quando comparamos o grupo OVA
com seu controle, observamos um aumento de espessura do MLB,
provavelmente relacionado a idade (p=0,048). Para fins de ilustracdo da

pesquisa, apresentamos a Figura 8:
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Figura 8. O grafico mostra o efeito da sensibilizagcdo alérgica em
camundongos com diferentes idades quanto ao conteudo de MLB na via
aérea de diferentes grupos de estudo. Os resultados foram expressos como
n° de pontos sob conteudo de MLB na via aérea por intercepto de BM

(n°pontos/Intercepto de MB).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, comparamos os parametros inflamatdérios e de
remodelamento bronquico em camundongos pré-desmamados, jovens e
adultos, submetidos a semelhante protocolo de sensibilizagdo alérgica.
Nossos dados mostram que os camundongos pré-desmamados s&o
capazes de desenvolver precocemente alteracdes inflamatdrias e estruturais
nas vias aéreas; e que estas alteragdes apresentam algumas diferencas nos
compartimentos envolvidos, especialmente quando comparados aos
camundongos jovens e adultos. Além disso, a magnitude dos parametros
inflamatorios e de remodelamento das vias aéreas nos camundongos pré-
desmamados sugerem que O seu aumento pode estar relacionado a
frequéncia de exposicao ao alérgeno.

Nesse ponto, vale dizer que, recentemente, pesquisadores voltaram
sua atencdo para o desenvolvimento do processo inflamatério e do
remodelamento das vias aéreas em criangas asmaticas (Saglani et al., 2005;
Ohki et al., 2005; Mayuzumi et al., 2007; Bush, 2008a e b; Saglani et al.,
2009).

Assim, a utilizagdo segura do exame de broncoscopia, a fim de obter
biépsias brénquicas, elucidou alguns dos diversos fenbmenos que ocorrem
na asma infantil. Estes estudos tém mostrado também que a inflamacgao e o
remodelamento das vias aéreas podem ocorrer em criangas sibilantes

persistentes na idade pré-escolar (Bush, 2008b).
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Ja em criangas com asma grave, o espessamento da membrana
basal pode estar presente, independentemente das alteragdes advindas da
inflamacao brénquica; e que estas alteracbes estruturais das vias aéreas
parecem ser de magnitude semelhante as que ocorrem no asmatico adulto
(Jenkins et al., 2003; Saglani et al., 2005; Mauad et al., 2007).

Outrossim, poucos sao os estudos que utilizaram modelos
experimentais de sensibilizacdo alérgica em camundongos neonatais /
infantis. Os estudos disponiveis, assim como o nosso, tém demonstrado que
€ possivel o desenvolvimento de tais modelos com sensibilizagéo sistémica
e/ou local (Ohki et al., 2005; Mayuzumi et al., 2007; Saglani et al., 2009).
Assim, para a realizagdo deste estudo, nos baseamos em um modelo
experimental desenvolvido por Hamada et al., (1999), igualmente utilizando
sua descricdo de métodos funcionais e inflamatérios, outrora observados em
camundongos jovens.

Ao que tudo indica, o desenvolvimento da asma parece estar
relacionado com a reexposicdo de criangas ja sensibilizadas a alérgenos
(Sly, 2006).

Assim, analisando os camundongos pré-desmamados, sensibilizados
e submetidos a um ou dois desafios com alérgenos, identificamos uma
aparente semelhanca com a asma em criangas que sao expostas a
alérgenos, posto que aqueles camundongos pré-desmamados com dois
desafios apresentaram maior inflamacao linfocitica e maior conteudo de
fibras colagenas nas vias aéreas, especialmente quando comparados aos

camundongos pré-desmamados que receberam um unico desafio.
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Os dados sugerem que o desenvolvimento da inflamacado e do
remodelamento da via aérea esta relacionado a maiores riscos de
sensibilizagdo e exposigcao a alérgenos no inicio da vida.

Os camundongos pré-desmamados apresentaram maiores niveis de
expressao de IL-5, quando comparados aos respectivos controles, bem
como a auséncia desta diferenga entre os animais jovens e adultos. Esse
achado reforga a idéia de que uma resposta imune Th2 polarizada a
alérgenos e a virus prevalece em idades jovens (Holt et al., 2005).

Nossos resultados sugerem que o desenvolvimento de alteragbes
estruturais das vias aéreas pode variar de acordo com a idade de
sensibilizagdo. Para tanto, verificamos que com um numero similar de
desafios, os camundongos pré-desmamados desenvolveram intensa
metaplasia de células caliciformes, apesar de ndao haver um aumento da
massa muscular MLB, quando comparados aos seus respectivos grupos
controles. Sabe-se também que a hipersecrecdo de muco é um sintoma para
varias doengas pulmonares em criangas, principalmente o virus sincicial
respiratorio e a bronquiolite (Duncan, 2003; Wang et al., 2003; Ohki et al.,
2005). Portanto, o presente estado apodia a idéia de que a regulagdo da
metaplasia de células caliciformes pode ser um alvo interessante na
terapéutica de jovens e criangas com asma (Bush, 2008b).

Ha evidencias em nossos dados, que nao apenas a idade de
sensibilizacdo ¢é importante para o desenvolvimento de alteragdes
estruturais, mas também o periodo de exposicdo a alérgenos, apos a

sensibilizagdo. Camundongos pré-desmamados sensibilizados e expostos a
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OVA, apresentaram diferentes alteragdes estruturais, quando comparados
aos animais jovens, apresentando alguns parametros de distancia, como o
aumento do conteudo de fibras de colageno e a hiperplasia das células
caliciformes, mesmo tendo sido sensibilizados com a mesma idade.

No entanto, ndo houve diferencas na expressao de proteinas TGF-3
entre os grupos; e essas mudancgas tendem a ser relacionados a maturidade
do sistema imunoldgico nos animais com maior idade.

As alteragdes estruturais no MLB na asma s&o consideradas de suma
importancia para a patogénese da doenga, inclusive para associa-la a asma
grave (Tillie-Leblond et al.,, 2008). Sabe-se também que o aumento da
espessura da MLB evidencia o estreitamento das vias aéreas em episodios
de broncoconstricdo excessiva, levando a alteragcdes de distensibilidade e
reducdo do calibre das vias aéreas, podendo prejudicar a capacidade
pulmonar total (Jenkins et al., 2003). De nosso conhecimento e este estudo
€ um dos primeiros a analisar o MLB em um modelo experimental com
camundongos pré-desmamados; e nossos dados demonstram que o MLB
aumentou somente nos grupos de camundongos jovens e adultos, apesar de
similar protocolo de exposicéao.

Também ndo encontramos na literatura qualquer informacéo sobre o
inicio das mudancgas estruturais da musculatura lisa brénquica nos seres
humanos, bem como qualquer correlagao, seja positiva ou negativa, entre as
alteragdes do MLB e a inflamacgao alérgica.

Ressaltamos que a limitacdo dos modelos experimentais de

sensibilizagdo alérgica para asma, nado permitiram uma comparagao de
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todos os fendmenos, induzidos por mecanismos alérgicos com a asma
humana, especialmente a asma grave por frequentemente nao ser de cunho
atdpico.

Vale esclarecer que estudos anteriores em criangas asmaticas, com
aproximadamente 11 anos de idade, mostraram aumento da MLB em
relagdo aos controles, com uma propor¢ao similar de MLB nas vias aéreas ja
descritas em adultos (Regamey et al., 2008). Outro estudo em criangas com
asma grave (idades entre 6-14 anos), evidenciou um aumento de MLB no
grupo de criangas que apresentavam obstrucdo persistente de ar, assim
como maior expressiao de proteinas de marcadores de contratilidade
muscular. Contudo, ndo houve diferenca em relacdo aos niveis de
eosindfilos / TCD3+ ou espessura da membrana basal (Tillie-Leblond et al.,
2008) em comparagao a seus controles. Esses dados apenas reforcam a
importancia de se observar as alteragdes do MLB, no intuito de verificar a
gravidade da doenga, gerindo a necessidade de uma conduta terapéutica

que vise o MLB na asma.

Portanto, os dados aqui apresentados possuem uma pequena
semelhanga com a asma em criancas, de modo que as informacdes aqui
geradas podem ser o ponto de partida para outros estudos da asma,
principalmente na idade mais jovem, onde ha espago para impedir e ou
prevenir algumas alteracoes estruturais das vias aéreas.

Em resumo, mostramos que os camundongos pré-desmamados com

dois desafios, apresentaram maior inflamacao linfocitica, hiperplasia de
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células caliciformes e maior conteudo de fibras colagenas nas vias aéreas,
de modo que o desenvolvimento de alteragdes inflamatdrias e estruturais
nas vias aéreas é diferente quando comparados as alteragdes observadas

em animais com maior idade.
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6 CONCLUSOES

. Foi desenvolvido um modelo de sensibilizagdo alérgica em
camundongos pré desmamados, jovens e adultos;

. Animais pré-desmamados sensibilizados e expostos a OVA
apresentaram hiperresponsividade das vias aéreas, assim como 0s animais
jovens e adultos;

. Houve aumento significativo na densidade de eosindfilos e
linfécitos em todos os grupos de animais sensibilizados e expostos a OVA,;

. Houve um aumento da densidade de linfécitos TCD3+ quando
comparamos o0 grupo de animais pré-desmamados com dois desafios com
0s animais jovens

. Camundongos pré-desmamados sensibilizados e expostos a
OVA nao apresentaram maior expressao de IL-5 e de TGF-B quando
comparamos com 0os camundongos jovens e adultos;

. Animais pré-desmamados com um e dois desafios
apresentaram maior expressao de muco quando comparados aos animais
jovens e adultos e maior conteudo de fibras colagenas quando comparados
somente aos animais adultos;

. Nao foi observado fragdo maior de area de colageno no grupo
de animais jovens;

. A MLB do grupo sensibilizado e exposto a OVA de animais pré-

desmamados com dois desafios apresentou maior espessura quando
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comparado aos animais jovens e adultos, todavia quando o comparamos
com seu respectivo controle, ndo observamos diferenca;
. Ja os grupos de animais jovens e adultos, quando comparamos

o grupo OVA com seu controle, houve aumento de espessura MLB;
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7 Anexo

Anexo 1 — Aprovacdo de Comissdo de Etica para andlise de Pesquisa
(CAPPesq)

KC
(LSS
APROVACAO

A Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -

CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, em sessdo de 08.02.06, APROVOU o Profocolo de
Pesquisa n° 1253/05, intitulado: “Andlise das repercussdes andtomo-funcionais
no sistema respiratério e mecdnica pulmonar de camundongos jovens
sensibilizados e expostos @ r-es.ic[ual OIL FLY ASH.” apresentado pelo

Departamento de PATOLOGIA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar d CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de

Sadde n° 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c").

Pesquisador(a) Responsdvel: Profa. Dra. Thais Mauad

Pesquisador (a) Executante: Sra. Denise Simdo Carnieli

CAPPesq, 08 de fevereiro de 2006.

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

Comissfio de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Biretaria Clinica do Hospital des Clinicas da Foculdede de Medicing da Universidade de Sio Paulo
Rua Ovidio Pires de Campes. 225, 5% andar - CEP 05403 010 - 530 Paula - SP
Fame: 011 - 30696442 fox : 011 - 3069 6492 - e-mall : coppesq@henet uspbe / secretoriocappesq@honet usp be
VN
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dand
b b

Rel: carta dotoda de 28.11.06

Ao
Departamento de Patologia

A Comissdo de Etfica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital
das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo, em sessdo de 20.06.07, tomou conhecimento que o
Protocolo de Pesquisa n° 1253/03 Intitulado: Andlise das
repercurssdes andtomo-funcionais no sistema respiratério e
mecdanica pulmonar de camundongos jovens sensibilizados e
expostos a residual oil fly ash”, tera seu titulo modificado para

“"Andlise das repercurssdes andtomo-funcionais no  sistema

respiratorio de camundongos jovens sensibilizados e expostos a

particulas de exaustdo de particulado de diesel"

CAPPesq, 20 de junho de 2007
6..-..-&———-—

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissho de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - Sao Paulo - 5P
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6491 - e-mail : cappesq®hcnet.usp.br / secretanacappesqi@hcnet, usp. br
tms
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ABSTRACT

Airway structural changes occur early in childhood asthma, but it is
unknown whether the development of airway alterations in children is similar
to that of adults. We compared inflammation and remodeling parameters in
allergic sensitized infantile, juvenile and adult mice. Methods: Infantile mice
(18D) were sensitized with 3 intraperitoneal injections (i.p.) of 10 ug
ovalbumin (OVA) at days 5 and 7 and with 3 daily inhalations of 3% OVA at
days 14-16. The 18D1 group received an additional challenge at days 9-11
The juvenile mice (40D) received challenges at days 22-24 and 36-38. Adult
mice (100D) were sensitized at days 60-62 and received 3 daily inhalations
at days 77-79 and 96-98. Results: There were no differences in eosinophil
density (p= 0.052) among the sensitized animals. The density of CD3+ T
cells was higher in the 100D and 18D1 groups than in the 18D and 40D
groups (p<0.001). Infantile sensitized groups demonstrated increased
interleukin-5 expression in the airways (p=0.017). There were no differences
in transforming growth factor-B expression among the OVA-sensitized
groups. Infantile mice demonstrated more mucus in the bronchiolar
epithelium than the 40D and 100D mice (p=0.007 and p=0.073,
respectively). The 18D animals demonstrated less collagen than the 18D1
group (p<0.001). Juvenile and adult mice had increased airway smooth
muscle thickness when compared to age-matched controls, but no
differences were observed in the infantile groups (p=0.048). Conclusion:
We have shown that infantile mice develop inflammatory and structural
alterations in the airways that are partially different from those developed in
older animals. Keywords: Asthma « Mice BALB/c « Pulmonary inflammation

» Airwayremodeling.
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INTRODUCTION

Asthma is a chronic inflammatory disorder of the lungs that involves
complex interactions between mast cells, eosinophils, T-lymphocytes,
epithelial cells, and cellular mediators. The inflammation and structural
changes in the airways that occur in asthma are believed to contribute to the
development of airway obstruction and increased bronchial
hyperresponsiveness to a variety of stimuli'2.

The prevalence of childhood asthma is high worldwide. Data from the
International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) phase
three study indicate that the worldwide prevalence of current wheeze is
11.5% in 6- to 7-year-old children and 14.1% in adolescents, displaying wide
geographical variations. The prevalence of severe asthma is 4.9% and 6.9%
in younger children and adolescents, respectively®.

Phenotypically, pediatric and adult asthma seem to differ. In adult-
onset asthma, symptoms tend to be persistent and more severe, and many
patients are not atopic. In children, asthma has a more episodic character
and is usually related to atopy*. Clinical symptoms frequently remit during
adolescence. However, it has been shown that childhood asthma may
relapse in later adulthood, and the more severe the symptoms are in
childhood, the greater the chances of relapse®. In addition, even in asthmatic
adolescents without symptoms, there are signs of persistent inflammation
and lung function abnormalities such as hyperinflation and increased

residual volume®”8.
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These findings are in accordance with pathological findings in
biopsies of asthmatic children that show early findings of structural
abnormalities, such as the thickening of the reticular basement membrane

(RBM) and increased airway smooth muscle (ASM) mass®'°.

These
alterations seem to be absent in wheezing infants'’ but may be present
already in children at the age of three'. In children with severe asthma, the
amount of airway smooth muscle mass, but not the reticular RBM thickening,
correlates with signs of bronchial obstruction™®.

Recently, mice models of infantile/juvenile allergic sensitization have
been described'®'*'>® These studies using sensitized young mice were
able to show features of airway allergic inflammation similar to the observed
in adult mice. In addition, some authors demonstrated that the young
animals develop signs of airway remodeling in parallel with inflammation™?.

We hypothesized that inflammation and structural alterations would be
different in adult sensitized mice when compared to younger sensitized mice.
Such differences could be related to the differences of the immune
responses between young and adult animals and to the phenotypic
differences observed in pediatric versus adult asthma. Few studies have
compared the development and magnitude of airway allergic inflammation
and remodeling in mice of different ages'*"°.

Therefore, our aim in this study was to compare the features of

allergic inflammation and remodeling in allergen-sensitized animals of

different ages: infantile, juvenile and adult mice.
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MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the institutional review board.

Animals

All animals received humane care in compliance with the “Principles
of Laboratory Animal Care” published by the National Institutes of Health
(NIH publication 86-23, revised 1985). Animals were fed ad libitum with
water and commercial pelleted food for small rodents from Nuvital (Nuvilab

CR-1, Colombo, Pr, Brazil).

Sensitization and challenge protocols

Infant and juvenile mice

Female BALB/c mice and their 3-day-old pups were obtained from the
animal facility core of the Sao Paulo University Medical School. Each mother
and her litter were housed separately. At 5 days of age, pups were
immunized intraperitoneally (i.p.) with 10 pug of ovalbumin (OVA) (Advanced
Nutrition, Rio de Janeiro, Brazil) in 1 mg of alum (AIOH3) in 0.1 ml saline
(0.9% NaCl), and they received an OVA boost at day 7. Animals were then
divided into three groups: one group was challenged with aerosolized 3%
OVA solution using an ultrasonic nebulizer (Pulmoclear Il Luxo — Soniclear,
Sao Paulo, Brazil) for 10 minutes a day for 3 consecutive days from day 14
to 16. These animals were euthanized on day 18. The second group
received challenges on days 9 to 11 and days 14 to 16 and was euthanized
on day 18. A third group received challenges on days 21 to 23 and days 36

to 38 and was euthanized on day 40.
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Adult mice

Sixty-day-old BALB/c mice (day 60) were immunized i.p with 10 ug
OVA in 1 mg of alum in 0.1 ml saline, and they received a boost on day 62.
Animals were then challenged with aerosolized 3% OVA solution using an
ultrasonic nebulizer for 10 minutes a day for 3 consecutive days from days
76 to 78 and days 96 to 98. These animals were euthanized on day 100.

The control groups received i.p. immunization with alum alone and
challenges with vehicle (saline) under the same protocols for infantile,
juvenile and adult mice. The number of animals in each group was six to

eight. The study design is depicted in Figure 1.

Measurement of airway hyperresponsiveness

Pulmonary responsiveness of mice to increasing concentrations of
aerosolized methacholine (Mch) was measured through a whole-body
plethysmography system (BUXCO, Winchester, UK). Briefly, each mouse
was placed in a chamber, and the box pressure-time wave was continuously
measured via a transducer connected to a computer data- acquisition
system. The main indicator of air bronchoconstriction, enhanced pause
(Penh), which shows a correlation with airway resistance measured
according to standard evaluation methods in BALB/c mice'’, was calculated
from the box pressure-time wave form'®. After measurement of the baseline
Penh, either aerosolized saline or Mch in increasing concentrations (6, 12,

25, 50 mg/ml) was nebulized through an inlet of the chamber for 3 min. Penh
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values for each dose were collected for 5 min and averaged. Results were

expressed as Penh values, Penh Max values and effective dose (ED50).

Passive cutaneous anaphylaxis (PCA) to IgE and OVA-specific
1gG4

A PCA reaction was employed for detecting and estimating IgE and
OVA-specific IgG1 antibodies as previously described'®?. Briefly, the backs
of naive rats were shaved, and several 0.1 ml intradermal injections of
antiserum dilutions submitted to the different protocols of immunization were
made. After a latent period of 24 h for IgE, these animals were injected
intravenously (i.v.) with 1 ml of a 0.5% solution of Evans blue in saline (0.9%
NaCl) containing 1 mg of antigen. Thirty minutes after antigen injection, the
animals were euthanized, and the diameters of the blue spots on the inner
surface of the flayed skin were measured.

To detect IgG1 antibody, the anti-sera were heated for 1 h at 56°C to
destroy the PCA activity due to IgE. Briefly, the backs of the naive mice were
shaved, and several 0.05 ml intradermal injections of antiserum dilutions
submitted to the different protocols of immunization were made. After a
latent period of 2 hours, the animals were injected i.v. with 0.5 ml of a 0.5%
solution of Evans blue in saline (0.9% NaCl) containing 1 mg of antigen.
Thirty minutes after antigen injection, the animals were euthanized, and the
diameters of the blue spots on the inner surface of the flayed skin were

measured.
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The PCA titer was expressed as the reciprocal of the highest dilution
that produced a lesion of more than 5 mm in diameter in duplicate tests. The
detection threshold was established at 1:5 dilutions to avoid positive reaction

due to non-specific degranulation of mast cells.

Tissue preparation

Animals were euthanized with sodium pentobarbital (50 mg/kg body
weight, i.p.). Lungs were fixed by intratracheal instillation of formalin (4%
formaldehyde in 2% buffer) for 24 h and were then paraffin embedded.
Transversally cut lung tissue specimens were cut into 5-um thick sections

and prepared for immunohistochemical and histochemical analysis.

Histochemistry
Sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E), PAS-Alcian
blue, Masson’s trichrome, Sirius red (collagen) and Luna staining

(eosinophils)?'.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed using the polyclonal rat
antibody to CD3 (1:300, Serotec Inc., Raleigh, NC) and using the polyclonal
rabbit antibodies to interleukin 5 (IL-5) (1:800, Santa Cruz Biotechnology,
CA) and transforming growth factor-beta (TGF-B) (1:1200, Santa Cruz, CA).

Sections were deparaffinized, and a 0.3% hydrogen peroxide solution

was applied for 35 min to inhibit endogenous peroxidase activity. Antigen
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retrieval was performed with citrate solution for 45 min. Sections were
incubated with the primary antibody overnight at 4°C. The biotin-streptavidin
peroxidase method (VECTASTAIN, Irvine, CA) was used as the secondary
antibody and 3,3 diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO) was used as the chromogen. The sections were counterstained with
Harris hematoxylin. For negative controls, the primary antibody was replaced

with PBS.

Morphometry

We quantified the bronchial density of eosinophils and CD3+ T cells in
the airways using a point-counting technique. Using a 168-point grid with a
known area (11,449 um? at a 1000x magnification) attached to the
microscope ocular; we counted the number of points hitting airway wall.
Counting was performed in 25 fields of airway walls (mean of 5 airways) of
each animal, and results were expressed as cells/ pm?. The ASM thickness
and epithelial mucus content were measured by counting the number of
points that hit on smooth muscle and on mucus (Masson staining and PAS
staining, respectively) divided by the number of intercepts that hit on the
basement membrane (number of points/intercept).??

Airway collagen content and the expression of TGF- and IL-5 were
obtained by image analysis using the software Image-Pro® Plus 4.5 for
Windows® (Media Cybernetics—Silver Spring, MD, USA) on a compatible
microcomputer connected to a digital camera and coupled to a light

microscope (Leica DMR, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Germany). We
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analyzed five airways per animal at a magnification of 400x. The area of
positive staining in the peribronchiolar region was determined by color
threshold. Results were expressed as percentages [positive area (um?)

divided by total airway area (um?)].

Statistical analysis

Parametric and non-parametrical data are expressed as means+SD
or median/IQR, respectively. The statistical significance between groups was
assessed by a t-test or Mann-Whitney U-test. For comparisons in more than
two groups, one-way analysis of variance (parametric data) or the Kruskal-
Wallis (non-parametric data) test followed by the Bonferroni post-hoc test
were used; significance level was adjusted to 5% (p<0.05). The Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) version 15.0 for Windows was used

for the analysis.
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RESULTS
OVA-treated groups showed signs of allergic inflammation with
monocytes and eosinophils and increased mucus content in the airways

(Figure 2).

Airway responsiveness

OVA exposure induced an increase in lung responsiveness, causing
significant changes in Penh Max in the infantile group with one or two
challenges (p=0.023) and in juvenile mice (p=0.046). The analysis of the
ED50 values showed significantly decreased values in the juvenile (p=0.05)
and adult (p=0.014) groups. In the infantile group with one or two challenges,
there was a trend towards increased Penh values at the Mch doses of 50
mg/ml (p=0.06). In the juvenile group, there were significant differences at
the Mch doses of 12, 25 and 50 mg/ml (p=0.017). In the adult group,
differences were observed at the Mch doses of 6 and 12 mg/ml (p=0.036)
(Figure 3).

Effects of OVA sensitization at different ages on anaphylactic
antibodies IgE and IgG1

The PCA titers of IgG1 and IgE were higher in all four experimental
groups when compared to their respective controls. However, PCA titers
were higher in the juvenile and adult mice (Table 1).

Inflammation

There were no significant differences in eosinophil and CD3+ T cell

densities among controls (eosinophils p=0.097, CD3+T cells p=0.339). In all
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OVA groups, there was a significant increase in the density of eosinophils
(p=0.002) and CD3+ T cells (p=0.005) when compared to controls
irrespective of age. When the OVA-treated animals were compared, there
were no differences regarding eosinophil cell density (p=0.052) (Figure 4).
The density of CD3+ T cells was higher in the adult mice and in the
infantile group with two challenges when compared to the infantile group with

one challenge and the juvenile mice (p<0.001) (Figure 4).

IL-5 and TGF-B

Among controls, IL-5 expression was lower in the infantile group with
one challenge in relation to the juvenile and adult mice (p<0.001). When the
OVA groups were compared to their respective controls, the infantile groups
demonstrated increased IL-5 expression in the airways (p=0.017), but no
differences were observed in the juvenile and adult mice. No differences
among OVA groups were observed (p=0.14) (Figure 4).

The infantile group (p=0.003) with one challenge and the adult mice
(p=0.006) demonstrated increased TGF-B expression in the airways when
compared to their respective controls, but no differences were observed in
the infantile with two challenges and the juvenile groups. There were no
significant differences among controls and among OVA groups (p=0.098)
(Figure 4).

Goblet cell hyperplasia

Signs of increased mucus production/accumulation were present in all

OVA-treated groups, which differed significantly from controls (p=0.004).
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There was no difference among controls (p=0.704). Infantile mice with one or
two challenges presented with higher PAS positivity in the bronchiolar

epithelium than the juveniles (p=0.007) (Figure 5).

Collagen fraction area

Among controls, there was an increased collagen fraction area in
relation to the total airway area in adult mice when compared to infantile
mice (p<0.001), but there were no differences among the other groups. All
OVA-sensitized groups demonstrated a higher collagen area fraction than
their respective control group (p=0.037) with the exception of the juvenile
mice (p=0.336). Among the OVA mice, infantile mice with one challenge
demonstrated a lower collagen area fraction than the group of infantile mice
that received two challenges (p<0.001) without further differences among the

groups (Figure 5).

Airway smooth muscle (ASM) thickness

Among controls, the group of infantile mice that received two saline
inhalations had greater ASM thickness than the other control animals
(p=0.006). Infantile mice sensitized with two challenges had a thicker ASM
than other groups (p<0.001); however, when OVA-sensitized animals were
compared to their respective controls, infantile mice did not demonstrate
significant differences (p=0.848). Juvenile and adult mice had increased
ASM thickness when compared to their age-related controls (p=0.048)

(Figure 5).
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DISCUSSION

In this study, we compared inflammatory and remodeling parameters
in infantile, juvenile and adult mice submitted to similar protocols of allergic
sensitization. Our data show that sensitized infantile mice develop
inflammatory and structural alterations in the airways, which differed from
juvenile and adult mice in the airway compartments that are altered. Further,
the magnitude of some inflammatory and remodeling parameters in infantile
mice seemed to be related to the frequency of allergen exposure.

Much attention has been drawn to the development of inflammation
and airway remodeling in asthmatic children. The safe use of bronchoscopy
to obtain bronchial biopsies has shed light on several phenomena occurring
in childhood asthma. These studies have shown that inflammation and
remodeling occur already in persistent wheezers at the pre-school age'. In
children with severe asthma, thickening of the RBM may occur irrespective
of inflammation; importantly, these airway structural changes seem to be of
similar magnitude to those occurring in adult asthma %,

Few studies have used models of neonatal/infantile allergic
sensitization in mice. The available studies have shown that it is possible to
develop such models using both systemic and local sensitization''*'>. We
used the model developed by Hamada et al., and, in accordance with their
findings, functional and inflammatory features were observed in the younger
mice®.

The development of asthma seems to be related to re-exposure to

aeroallergens in sensitized children?. In this study, we analyzed sensitized
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infantile mice submitted to one or two challenges early in life. Our data show
that infantile mice sensitized with two challenges demonstrated a more
prominent lymphocytic inflammation than infantile mice with one challenge
and displayed higher collagen content in the airways. These data suggest
that the development of inflammation and remodeling might be linked to
more frequent exposures early in life.

Juvenile and adult saline mice demonstrated higher expression of IL-5
than infant mice in the airways. However, infantile sensitized mice
demonstrated higher levels of IL-5 expression when compared to their
respective controls, whereas no differences were observed between
juveniles and adults when compared to their age-matched controls. This
finding supports the idea that a polarized Th2 immune response to allergens
prevails at younger ages®.

Our results suggest that the development of the airway structural
alterations may differ according to the age of sensitization. With a similar
number of challenges, infantile mice developed intense mucus metaplasia,
but there was no increase in ASM mass when compared to their respective
controls. Mucus hypersecretion is a symptom of several lung diseases in
infants, primarily in bronchiolitis. Our study supports the idea that the
regulation of mucus hypersecretion might be a possible therapeutic target in
young asthmatic children®.

Our data also show that both the age of sensitization and the period of
allergen exposure after sensitization are important to the development of

structural alterations. Juvenile challenged mice presented with different
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structural alterations than infantile mice in some parameters, such as
increased collagen content and mucus hyperplasia, despite having been
sensitized at the same age. However, there were no differences in the
protein expression of TGF-B among the groups. These changes are likely to
be related to the increased maturation of the immune system in the older
animals.

Structural alterations in the ASM in asthma are believed to be pivotal
to disease pathogenesis and linked to asthma severity?’. To our knowledge,
this study is the first to analyze ASM mass in an infantile mice model. Our
data show that the ASM mass only increased in the juvenile and adult mice
groups despite similar challenge protocols. In humans, it is unknown when
structural changes in the ASM are initiated. It is also unknown whether they
these changes are intrinsic or allergy-related. A limitation of allergic-
sensitization models of is that all phenomena are allergy driven, which may
not be the case in humans, especially in severe, non-atopic asthma.

Previous studies on asthmatic children aged 11 years showed
increased ASM mass in relation to controls; the children displayed an ASM
proportion in the airways that was similar to the proportion described in
adults’®. Another study on severe asthmatic children (ages ranging from 6-
14 years) compared children with and without persistent air obstruction.
Persistently obstructed asthmatic children showed an increase in the ASM
mass and a higher protein expression of muscle contractility markers;
however, there was no difference between the levels of eosinophils/CD3+ T

lymphocytes or the thickness of the basement membrane in the two
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groups®’. These data reinforce the key role of ASM abnormalities in disease
severity and the necessity of therapies that target the ASM in asthma. Our
results may have important implications, showing that, at a younger age,
there may be still be time to prevent some structural airway changes such as
increased ASM mass.

This study has several limitations. We used an OVA-induced model
via i.p injections instead of sensitization with an aeroallergen that would
more naturally mimic childhood asthma. However, with this model,
inflammatory and structural abnormalities similar to the house dust model
were observed'. It is interesting to consider whether adults with late-onset
asthma actually have non-diagnosed asthma during childhood that relapsed
later in life. The limitations of the allergic sensitization models in mice make
a similar study design difficult.

In summary, we have shown that infantile mice develop inflammatory
and structural alterations in the airways that are partially different from those
developed in older animals. Understanding the phenotypic differences in
childhood versus adult asthma is crucial in treating the disease adequately

and preventing the escalation of disease severity.
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FIGURES LEGENDS

Figure 01 - Study Design.

Figure 02 - The microphotographs show H&E stained sections of
mice of different ages. The left panel (A, C, E, G) shows sections of
control animals and the right panel shows sections of OVA-sensitized
mice (B, D, E, H). Sensitized infantile mice with one challenge (B),
infantile mice with two challenges (D), juvenile mice (E) and adult
mice (H) show the presence of inflammation in the peribronchiolar

areas. Scale bar =60um. Br= bronchiole, V= vessel.

Figure 03 — Effects of allergic sensitization in mice at different ages in
bronchial responsiveness (A) Infantile with one or two challenges; (B)
Juvenile mice; (C) Adult mice. Values expressed as enhanced pause
(Penh), Penh Max and effective dose (ED50). BAS: baseline, SAL:
control animals and OVA: sensitized animals; 6 to 50: Metacholine
(mg/ml) in increasing concentrations. Penh - A p=0.002 (saline dose);
*p=0.017 and ** p=0.036; Penh Max - # p=0.023 and ## p= 0.046;
ED50 — [ p=0.050 and [1[] p= 0.014.

Figure 04 - (A) Eosinophil cell density in the airway of the different
study groups, results expressed as cells/area (um?). (B) Lymphocyte
density in the airway of the different study groups, results expressed
as cells/area (um?). (C) Positively stained area of IL-5+ cells in the
airways wall. Results expressed as %. (D) Positively stained area of

TGFB+ cells in the airways wall. Results expressed as %.
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Figure 05 — (A) Epithelial mucus content in the airway of the different
study groups, results expressed as number of points/intercept.
Positively stained area of collagen content in the airways wall. Results
expressed as %. (C) Positively stained area of airway smooth muscle

in the airway walls. Results expressed as number of points/intercept.
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Group Intraperitoneal OVA 3% OVA 3% Sacrifice***
Sensitization* Inhalation** Inhalation**
| | | | | |
18D — T 1 |
D5 D7 D14 D15 D16 D18
| | | | | | | | |
18D1 — T 1 S — |
D5 D7 D9 D10 D11 D14 D15 D16 D18
| | | | | | | | |
40D — 1 1 1
D5 D7 D21 D22 D23 D36 D37 D38 D40
| | | | | | | | |
100D —— T 1 I — |
D60 D62 D77 D78 D79 D96 D97 D98 D100
D = Day of life

*OVA 10 ng in 1 mg of alum in saline 0.1ml (0.9% NacCl)

** Chaiienge 3% OVA or saiine for 10 min/day, on 3 consecutive days in some experimenis

*** Sacrifice after 48hours de last OVA challenge

Figure 01 - Study Design.
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Figure 02 - The microphotographs show H&E stained sections of mice of
different ages. The left panel (A, C, E, G) shows sections of control animals
and the right panel shows sections of OVA-sensitized mice (B, D, E, H).
Sensitized infantile mice with one challenge (B), infantile mice with two

challenges (D), juvenile mice (E) and adult mice (H) show the presence of
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inflammation in the peribronchiolar areas. Scale bar =60um. Br= bronchiole,

V= vessel.
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Figure 03 — Effects of allergic sensitization in mice at different ages in
bronchial responsiveness (A) Infantile with one or two challenges; (B)
Juvenile mice; (C) Adult mice. Values expressed as enhanced pause (Penh),
Penh Max and effective dose (ED50). BAS: baseline, SAL: control animals
and OVA: sensitized animals; 6 to 50: Metacholine (mg/ml) in increasing
concentrations. Penh - A p=0.002 (saline dose); *p=0.017 and ** p=0.036;
Penh Max - # p=0.023 and ## p= 0.046; ED50 — [ p= 0.050 and [ p=

0.014.
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Figure 04 - (A) Eosinophil cell density in the airway of the different study
groups, results expressed as cells/area (um?). (B) Lymphocyte density in the
airway of the different study groups, results expressed as cells/area (um?3).
(C) Positively stained area of IL-5+ cells in the airways wall. Results
expressed as %. (D) Positively stained area of TGFB+ cells in the airways

wall. Results expressed as %.
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Figure 05 — (A) Epithelial mucus content in the airway of the different study

groups, results expressed as number of points/intercept. Positively stained
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area of collagen content in the airways wall. Results expressed as %. (C)
Positively stained area of airway smooth muscle in the airway walls. Results

expressed as number of points/intercept.
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TABLE

Table 01 - IgE and IgG1 passive cutaneous anaphylaxis titers (PCA).

Anaphylactic antibody production in OVA immunized mice. IgE and IgG1
antibodies titres were obtained by PCA in rats and in mice, respectively,
sensitized with plasma from immunized mice and challenged with OVA. The
PCA titer represents the highest dilution of individual plasma that induced a
positive reaction in duplicated test. The results are representative of two

tests.
Study IgE IgG1 Control Control
Group IgE IgG1
18D 1:20 1:25 1:5 1:5
18 D1 1:20 1:25 1:5 1:5
40D 1:160 1:160 1:5 1:5
100 D 1:320 1:640 1:5 1:5






