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Miranda CJCP. Efeito do tratamento com PNU-282987, agonista do receptor
colinérgico nicotinico a7, na resposta inflamatéria e de remodelamento brénquico
em modelo experimental de asma [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2016.

Introdugdo: A inflamagdo constitui um dos fatores mais importantes da
fisiopatologia da asma brénquica, caracterizada por uma resposta eosinofilica com
producao de citocinas de perfil Th2. A persisténcia desta inflamagao induz no
pulmdo um processo de reparo associado a reducdo progressiva da fungao
pulmonar, que nem sempre é revertida pelos tratamentos disponiveis. O sistema
colinérgico anti-inflamatério € descrito como um mecanismo neural que suprime a
resposta imune e controla a inflamacgao principalmente pelo efeito da acetilcolina
em receptores nicotinicos do tipo a7 (a7nAChR) encontrados em células do sistema
imune. A acetilcolina (ACh) exerce um importante efeito na asma e recentemente
demonstramos que a reducdo parcial da liberacdo da acetilcolina induz per se a
inflamagao pulmonar. Embora se saiba que os receptores muscarinicos (mAChRs)
exercem um efeito pro-inflamatério e broncoconstritor na asma, a ativagdo de
receptores nicotinicos (NAChRs) poderia ter um efeito benéfico reduzindo a
inflamagao pulmonar, fato demonstrado em modelos de inflamagao sistémica e
aguda. O efeito da ativacdo do a7nAChR na fisiopatologia da asma ainda n&o esta
claramente elucidado. Objetivo: Investigar o efeito do tratamento com PNU-282987
(PNU), um agonista especifico do a7nAChR, em um modelo murino de inflamagao
alérgica cronica das vias aéreas. Metodologia: Camundongos BALB/c foram
submetidos ao protocolo de inducdo alérgica crénica das vias aéreas com
ovoalbumina (OVA) ou salina intraperitoneal (i.p.) e posterior desafios inalatorios. A
partir do 22° dia, os animais receberam diariamente tratamento com PNU ou
veiculo (Ve) até o 28° dia. Foram testadas trés doses de PNU (0,5, 1,0 e 2,0
mg/Kg). A fim de evidenciar se o efeito obtido no tratamento com PNU era
dependente do receptor a7nAChR, um grupo de animais foi tratado com MLA
(antagonista do a7nAChR), previamente ao tratamento com PNU. No 29° dia do
protocolo, os animais foram eutanasiados e foram avaliados o nimero de células
inflamatadrias no lavado broncoalveolar (LBA) e no sangue, os niveis de citocinas no
LBA, a expressao do a7nAChR e mAchRs do tipo 3 (M3) e a ativagao do fator de
transcricdo nuclear kB (NF-kB) no pulmao. O remodelamento brénquico foi avaliado
por morfometria. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa
SigmaStat (Jandel Scientific, San Rafael, CA), onde um P<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Resultados: Houve expressdo do a7nAChR e M3 no
homogenato de pulmado de animais controle e sensibilizados. Determinamos por
meio da reducao de eosindfilos que a dose de 0,5 mg/Kg do tratamento com PNU
foi a mais efetiva. Assim, observamos que o tratamento com PNUO,5 nos animais
sensibilizados reduziu o numero de células totais, eosindfilos, neutrofilos,
macrofagos e linfocitos no LBA, assim como numero de eosindfilos no sangue
periférico e ao redor das vias aéreas. O tratamento com PNU reduziu os niveis de
IgE no sangue e as citocinas IL-4, IL-13 e IL-17 no LBA. Todos estes efeitos foram
revertido com o pré-tratamento com MLA, exceto para a citocina IL-17. Alem disso,
o tratamento com PNU reduziu o remodelamento brénquico (area de edema, de
epitélio e de musculo liso e deposi¢ao de fibras colagenas) assim como o numero
de células positivas para MMP-9 e TIMP-1 ao redor das vias aéreas. No pulméo a
expressao do p-65-NF-kB, STAT3 fosforilado e o SOCS3 foram inibidas pelo PNU.
Conclusao: Estes dados claramente demonstram que o a7nAChR esta envolvido
no controle da resposta inflamatéria pulmonar alérgica e de remodelamento
brénquico em modelo experimental de asma alérgica e portanto € um novo alvo
com potencial terapéutico a ser explorado na fisiopatologia da asma brénquica.

Descritores: Asma, receptor nicotinico de acetilcolina alpha7; modelos animais;
camundongos; PNU-282987; receptores colinérgicos.
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Miranda CJCP. Effects of PNU-282987 treatment, an agonist of a7 nicotinic
receptor, in inflammatory response and airway remodeling in an experimental model
of asthma [Thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2016.

Background: Inflammation is one of the most important features in asthma
pathophysiology, characterized by eosinophilic response with production of Th2
cytokine profile. The persistence of this inflammation can induce a lung repair
process associated with a progressive reduction in lung function, which is not
always reversed by available treatments. The anti-inflammatory cholinergic system
was described as a neural mechanism that suppresses the immune response and
controls inflammation mainly by the activaction of acetylcholine a7 nicotinic
receptors (a7nAChR) found on immune cells. Acetylcholine (ACh) is an important
mediator in asthma and we recently demonstrated that partial reduction on ACh
release induced lung inflammation per se. Although it is known that muscarinic
receptors (MAChRs) has a pro-inflammatory action and causes bronchoconstriction
in asthma, the activation of nicotinic receptors (nAChRs) could have a beneficial
effect reducing pulmonary inflammation as demonstrated in models of acute and
systemic inflammation. The effects of a7nAChR activation in the pathophysiology of
asthma have not been clearly elucidated. Aim: To investigate the effects of PNU-
282987 (PNU) treatment, a specific a7nAChR agonist, in a murine model of chronic
allergic airway inflammation. Methods: BALB/c mice were subjected to a protocol of
chronic allergic inflammation induced by intraperitoneal ovalbumin (OVA) or saline
and subsequent challenges with inhalation. From the 22" day, the animals daily
received PNU or vehicle (Ve) until the 28" day. PNU were tested in three differents
doses (0.5, 1.0 and 2.0 mg/kg). In order to demonstrate that the effects obtained by
PNU treatment was dependent on a7nAChR, a group of animals was treated with
MLA (antagonist of a7nAChR) prior to the PNU treatment. On the 29" day of the
protocol, the animals were euthanised and the number of inflammatory cells in the
bronchoalveolar lavage fluid(BALF) fluid and blood, cytokine levels in BALF, the
expression of a7nAChR and mAChRs type 3 (M3), and activation of nuclear
transcription factor kB (NF-kB) in the lung were evaluated. Bronchial remodeling
was assessed by morfometric methods. Statistical analyses were performed using
the SigmaStat (Jandel Scientific, San Rafael, CA) and P<0.05 is considered
statistically significant. Results: a7nAChR and M3 expression was detected in
control and sensitized lung homogenate. The most effective dose of PNU treatment
was 0.5 mg/kg evaluated by the effects on eosinophil reduction. Thus, we observed
that treatment with PNUO,5 reduced the number of total cells, eosinophils,
neutrophils, macrophages and lymphocytes in BALF, as well as number of
eosinophils in peripheral blood and around the airways of sensitized animals. The
treatment with PNU also reduced IgE levels in the blood, and cytokines IL-4, IL-13
and IL-17 in BALF. All these effects were reversed by pretreatment with MLA,
except for IL-17 cytokine. Furthermore, treatment with PNU reduced bronchial
remodeling (edema, epithelium and smooth muscle area and airway collagen
deposition) as well as the number of positive cells for MMP-9 and TIMP-1 around
the airways. The lung p-65-NF-kB, phosphorylated STAT3 and the SOCS3
expression were inhibited by PNU-282987. Conclusion: These data clearly
demonstrate that the a7nAChR is involved in the control of allergic pulmonary
inflammatory response and in bronchial remodeling in an experimental model of
allergic asthma and it can be a new target with therapeutic potential to be explored
in the pathophysiology of asthma.

Descriptors: Asthma; alpha7 nicotinic acetylcholine receptor; models; animal; mice
PNU-282987; receptors; cholinergic.
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1.1 Asma Brénquica

1.1.1 Definicao

A asma bronquica € uma doenca pulmonar que acompanha o individuo
ao longo de sua vida com alguns periodos de remissdo. Apesar de ser
considerada uma condigdo heterogénea que reverte espontaneamente ou com
tratamento, a asma deve estar sob constante supervisdo ja que quando mal
controlada pode deflagrar graves limites a qualidade de vida do individuo e ser

algumas vezes fatal ().

As doengas para serem consideradas como tal costumam seguir um
padrdo no que tange a sua apresentacdo clinica, mudangas estruturais e
funcionais do 6rgao acometido. Desta forma, a apresentacdo clinica da asma
vem sendo reconhecida pelos sintomas respiratérios ®, redugdo da funcéo
pulmonar ©, inflamacdo persistente das vias aéreas e mudancas na
histoarquitetura do pulmao mais conhecido como remodelamento bronquico “
®_ Além dessas apresentacdes clinicas tradicionais a asma atualmente é
considerada uma sindrome, ou ao menos uma doenga com diversos fendtipos
©. 7 que incluem a asma alérgica, grave ou resistente a esterdide ®, asma
induzida por poluentes ambientais ), exercicios fisicos '?, obesidade "),

infeccdes virais '? e fumaca do cigarro ¥,

A identificagdo dos fen6tipos da asma permite uma melhor compreensao

de sua patologia, da resposta terapéutica e prognéstico . Por exemplo, tem

Tese de Doutorado Cldudia Jeane Claudino de Pontes Miranda
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sido mostrado que o tratamento inalatério com glicorticoides, em pacientes com
inflamacéo eosinofilica das vias aéreas, resulta em uma melhor resposta a

curto prazo em comparagao com os pacientes sem inflamac&o eosinofilica %,

A sindrome da asma é caracterizada pela obstrucdo das vias aéreas,
hiperresponsividade e inflamacdo crbnica, entretanto correlagbes destas
caracteristicas classicas com os sintomas s&o muitas vezes fracas ou até
mesmo ausentes "> . Contudo, desde as primeiras diretrizes para o manejo
da asma "), o objetivo do tratamento tem sido reduzir os sintomas, melhorar a
funcdo pulmonar e prevenir exarcebagdes. Até os dias atuais ndo ha evidéncia
concreta de que a monitorizagdo da asma baseada no controle de
biomarcadores da inflamacdo das vias aéreas e/ou nas medidas da funcao
pulmonar sao superiores ao manejo da asma fundamentada exclusivamente no
controle dos sintomas. Em alguns casos particulares, avaliar as caracteristicas

fenotipicas individuais podem trazer melhores resultados para o tratamento '

19)

Definir a asma tem sido complexo e controverso, uma vez que a asma €
mais reconhecida na atualidade como uma sindrome clinica ao invés de uma
unica doenga. Além disso, a asma possui etiologia multifatorial e muitas de
suas caracteristicas patologicas frequentemente descritas ndo sdo especificas
da asma %, Assim a definicdo mais comumente adotada para asma elaborada
pela Global Initiave for Asthma ?" leva em consideragdo suas caracteristicas

clinicas e fisiopatologicas, como se segue:

Tese de Doutorado Cldudia Jeane Claudino de Pontes Miranda
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A asma é uma doenca heterogénea, geralmente caracterizada
por uma inflamac&o crénica das vias aéreas. E definida pela
histéria de sintomas respiratérios, tais como sibilos, falta de ar,
aperto no peito e tosse, que variam ao longo do tempo e em
intensidade, juntamente com limitacdo do fluxo aéreo
expiratério variavel.

O diagnostico da asma se baseia na identificacdo dos padrdes
caracteristicos dos sintomas respiratérios como dispneia e chiado, estes
sintomas podem variar conforme a idade, intensidade e periodicidade sendo
mais frequente a noite ®"). Assim que os primeiros sintomas respiratérios forem

identificados, provas adicionais de apoio diagndstico como a espirometria

devem ser documentadas .

Ao longo dos anos, colaboradores da comunidade cientifica vém
aprofundando os estudos sobre asma com o objetivo de elaborar tratamentos
de amplo espectro que englobam desde estratégias medicamentosas que

diminuam risco futuro de exarcebacdes > ?Y e minimizem o declineo da

(25) (26)

funcdo pulmonar até o controle dos sintomas Terapias néao
farmacologicas elaboradas em programas de conscientizagdo onde o individuo
asmatico automonitora seus sintomas e estabelece uma parceria com o
cuidador de satide vem sendo adotadas com sucesso “"). Além disso, tem sido
demonstrado com sucesso o beneficio do exercicio fisico aerdbico e orientado

para o tratamento néo farmacoldgico dos pacientes asmaticos % 29,

Apesar do uso de diversas estratégias terapéuticas, tanto farmacoldgica
como ndao medicamentosa, a taxa de controle da asma € aquém do esperado
em populacdes adultas . particularmente em alguns fenétipos. Além disso,

existe uma porcentagem de pacientes que ndo responde ao tratamento com
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corticosterdides ou ainda que desenvolve efeitos adversos ao tratamento, o

que justifica a busca por alternativas ou novos alvos terapéuticos.

1.1.2 Epidemiologia

Estima-se que aproximadamente 300 milhdes de individuos sao
afetados pela asma no mundo #", destes a maioria é constituida por criancas
@ (Figura 1). A Organizagdo Mundial de Salde contabiliza 250 mil mortes de
pessoas com asma por ano em todo mundo e projeta um crescimento de mais
de 100 milhdes de individuos com asma ja para a proxima década 2. Embora
a prevaléncia varie de acordo com a regido e/ou pais, a maioria dos individuos

com asma vivem em paises em desenvolvimento '3,

Isto talvez possa ser explicado pela hipotese da “Teoria da Higiene”
onde postula-se que a falta de desafios microbianos no inicio da vida, o que
ocorre em estilos de vida moderno, aumenta a probabilidade de criancas
atépicas desenvolverem respostas Th2, frente a uma variedade de estimulos
do ambiente, justificando assim o aumento da prevaléncia da asma em grandes
centros urbanos ®*. Esse aumento da prevaléncia é preocupante, devido ao
fato que as terapias atuais disponiveis ndo sdo eficazes em controlar alguns

quadros mais graves do espectro da doenga.

No Brasil, segundo Pesquisa Nacional de Saude (PNS) do Ministério da
Saude e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a asma atinge

6,4 milhdes de brasileiros acima de 18 anos (Figura 2). Destes 3,9 milhdes séo
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do sexo feminimo e 2,4 milhdes do sexo masculino, ou seja, prevaléncia de

39% a mais entre as mulheres ©?.

2100
50-99
0-49

No standardised data
available

Figura 1 - Mapa do mundo de prevaléncia da asma infantil "

Percentual de habitantes acima de 18 anos, diagnosticados.

sul Sudeste Morte Centro-Oeste Mordeste

Figura 2 - Percentagem de individuos asmaticos por regido acima de 18 anos no
Brasil ¢
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A asma onera os cofres publicos brasileiros, sendo responsavel por um
numero representativo de internagcdes hospitalares. Somente no ano de 2014,
entre os periodos de janeiro a novembro, foram realizadas, segundo dados do
Sistema de Informagdes Hospitalares (SIH), 105,5 mil internagbes por asma
originando um custo de 57,2 milhdes para a rede publica do pais 2. Contudo,
avaliando dados dos anos anteriores, observamos queda no numero de
internagdes no Brasil na ordem de 51%, entre os anos 2000 e 2010, que
apresentava em média 397.333 internagdes comparadas a 192.601,
respectivamente. Os fatores responsaveis para esta reducdo parece estar
relacionados a implementagédo de programas para o tratamento da asma como

a oferta de medicacéo gratuita aos pacientes pelo SUS ©°.

Atualmente ndo ha cura para asma e apesar dos esfor¢cos em conjunto
na busca pela melhor estratagéria de tratamento sua morbidade ainda é

elevada ©®

, com consequéncias dramaticas na qualidade de vida, perda da
produtividade no local de trabalho e absenteismo escolar. Em um cenario mais
grave, embora incomum, o individuo asmatico pode culminar para o 6bito em
casos de asma fatal onde geralmente o paciente apresentava sintomas graves

recorrentes, declinio da fungédo pulmonar, admissdes frequentes nos hospitais,

uso inadivertido da medicacao e subestimagao da gravidade da doenga ©”
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1.1.3 Fisiopatogenia da Asma

Embora existam diversos fenotipos para asma, a forma alérgica € a que
tem recebido maior atengao por parte dos pesquisadores nos ultimos anos. O
processo de sensibilizacdo € a primeira etapa para o desenvolvimento do
quadro da asma alérgica. Inicialmente alérgenos inalados s&do captados e
processados por células apresentadoras de antigenos, como as células
dentriticas, que estdo presentes na mucosa bronquica. Estas células sao
capazes de reconhecer, processar o antigeno e apresentar seus fragmentos
peptidios ligados a molécula do complexo principal de histocompatibilidade

classe Il (MHCII) aos linfocitos T CD4* 39,

Os linfocitos T CD4", em individuos com predisposicdo genética, se
diferenciam em linfécitos Th2 que produzem citocinas nos pulmdes dos
pacientes asmaticos, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 ©®%. As citocinas produzidas
pelos linfocitos T fazem com que estas células estimulem a producido da
imunoglobulina E © por linfocitos B (fase de sensibilizacdo alérgica), além de
estimular a proliferagdo de mastdcitos, ativagdo e aumento da sobrevida de
eosindfilos. De fato a IgE € uma das principais moléculas associadas a
patogénese das alergias, tendo um papel central na indu¢gdo e manutencéo da

“9) " Além disso, estudos epidemioldgicos e observagdes

inflamacéo alérgica
clinicas apontam uma importante correlagdo entre os niveis de IgE e a
gravidade da asma “". Apés a fase de sensibilizacdo do individuo e frente a

novas exposi¢coes aos antigenos, a IgE liga-se aos receptores de alta afinidade
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(42)

expressos em mastocitos e basdfilos , 0 que induz a desgranulagao

mastocitaria e consequente liberacdo de mediadores pré-inflamatorios.

Dullaers et al. (2012) “? descreveram o papel central do anticorpo IgE
na indugdo e manutencéo da inflamagao alérgica (Figura 3). Entretanto, outro
estudo sugere que a asma alérgica desencadeada por resposta Th2 pode

ocorrer mesmo sem a participacéo do anticorpo IgE “2).
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Figura 3 - Papel central da IgE em doencas respiratérias alérgicas. As células
dentriticas capturam os antigenos inalados o que estimula a
diferenciagéo de linfécitos Th2. Além do recrutamento de eosindfilos, os
linfécitos Th2, via liberagdo de citocinas IL-4 e IL-13, estimulam a
producao de IgE pelos linfocitos B. A IgE produzida na mucosa se liga
aos receptores de alta afinidade (FceRI) e baixa afinidade (FceRIl) em
células presentes na mucosa das vias aéreas. A ativacdo dos receptores
de alta afinidade em mastdcitos e basdfilos leva a desgranulagcao destas
células, seguidas da sintese de mediadores e citocinas inflamatérias, que
causam os sintomas da hipersensibilidade imediata, tais como
extravasamento do plasma e contracdo do musculo liso. A produgao de
mediadores e citocinas pro-inflamatérias (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, e TNF-q)
inicia a resposta da fase tardia com ativagéo e recrutamento das células
inflamatorias tais como mondcitos e eosindfilos. IL-4 e IL-13 ainda
causam hiperplasia das células caliciformes e produgcao do excesso de
muco. O aumento dos niveis locais de IgE induz a expressédo dos FceRI
em células dentriticas e estabiliza a FceRIl em células B. Isto permite que

ambos os tipos de células propiciem o ambiente favoravel a resposta Th2
(40)
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Herxheimer et al. (1952) “* descreveram as duas fases distintas da
resposta asmatica apds inalagado do alérgeno. Na primeira fase, chamada de
imediata (early phase response), ocorre contragcdo do musculo liso, edema de
mucosa, producdo de muco e aumento da permeabilidade vascular que podem
se estender por até 3hs apds o contato com o alérgeno. Apds esta fase, pode
ocorrer uma resposta mais tardia (late phase response), que se inicia de 3 a
6hs apos a exposigao ao alergeno e com a chegada de leucdcitos recrutados
(neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos e mondcitos). De maneira geral a
fase imediata é caracterizada pela hiperresponsividade brénquico, enquanto a
fase tardia € marcada principalmente pelo grande influxo de eosindfilos para as

vias aéreas e liberagdo de mediadores pré-inflamatorios 2.

Desta forma,
diversas células tais como células epiteliais, células dentriticas, macrofagos,
neutrofilos, eosindfilos e linfécitos T e B, contribuem de maneira efetiva para

fisiopatogenése da asma, sendo os mastocitos, linfécitos Th2 e os eosinofilos

as células mais importantes “°.

Os eosinofilos sdo células caracteristicas da inflamac&o alérgica. A
fungdo biologica do eosindfilo na asma é bastante reconhecida e esta
associada a inflamacdo das vias aéreas, hiperresponsividade brdnquica e
obstrugcao ao fluxo aéreo 49 o que ocorre tanto em pacientes asmaticos como
em modelos experimentais de asma. Durante as respostas alérgicas de perfil
Th2, os eosindfilos sdo recrutados a partir da medula 6ssea e do sangue

periférico para os locais da inflamagao “©.

O papel pro-inflamatério do eosindfilo na asma esta relacionado a

produgédo de cisteinil leucotrienos, bem como citocinas Th1 (interferon-Y e IL-2)
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e citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) ") A relagdo dos eosindfilos com a
hiperresponsividade bronquica “® *9, possivelmente ocorre devido a produgao
de IL-13, de cisteinil leucotrienos e a liberagdo da proteina basica principal e a
proteina catiénica eosinofilica pelos seus granulos, as quais causam dano ao
epitélio e perpetuam a inflamagéo das vias aéreas. Além disso, os eosindfilos
contribuem para ativacdo e proliferagdo de células T em tecido humano e

também em modelo experimental de asma ©.

Nos ultimos anos tornou-se cada vez mais evidente o fato de que alguns
asmaticos apresentam importante inflamagao neutrofilica. Atualmente nao esta
claro se a asma neutrofilica representa uma forma Unica de asma ou se é um

estagio diferente de gravidade ©V

, especialmente se considerarmos que o
tratamento classico com glucorticoides poderia prolongar a sobrevivéncia dos

neutrofilos ©?.

Na busca de encontrar terapias mais eficazes e compreender melhor a
patogénese da asma, modelos experimentais de asma vém sendo utilizados

com frequéncia pelos pesquisadores ©% °%.

Os primeiros modelos
experimentais de asma foram desenvolvidos por volta do inicio dos anos 90. O
estudo em modelos murinos, que mimetizam algumas caracteristicas da asma
humana, € excelente por tornar possivel a avaliagcdo dos processos de
sensibilizagado a alérgenos, corroborar na compreensao da fisiopatogénese da
asma e testar novas opcdes de tratamento > °% além do baixo custo em obter

camundongos e da grande disponibilidade de anticorpos e animais modificados

geneticamente.
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Considerando o tratamento da asma, atualmente sabe-se que drogas
como os corticoides inalados em baixas doses reduzem em 50% o risco de
morte ®°) bem como 1/3 das hospitalizagdes ©®. Alguns estudos mostraram
que os sintomas podem ser reduzidos por acdo do B2-agonista ©”, corticoide

inalatério de manutengao/formeterol " e anti-interleucina IL-5 2.

Embora os tratamentos atuais sejam capazes de controlar os sintomas e
melhorar a fungdo pulmonar na maioria dos pacientes com quadro agudo,
muitas vezes exacerbagbes graves ocorrem e podem  contribuir
significativamente para morbidade e mortalidade. Nestes casos, o que costuma
ocorrer na pratica clinica é intensificar o tratamento, o que aumenta o risco de
efeitos adversos tendo impacto dramatico sob a qualidade de vida do individuo

asmatico além do 6nus ao erario publico.

1.1.3.1 Citocinas Inflamatérias na Asma

As citocinas modulam inuUmeras atividades funcionais das células e dos
tecidos, tém a capacidade de mediar interacdes diretas das células e de atuar
como fator de sobrevivéncia celular, prevenindo apoptose. O equilibrio entre a
sintese e liberacao das citocinas € um componente essencial do sistema imune
inato, uma vez que produzidas em excesso, as citocinas, podem gerar uma
inflamacéo sistémica generalizada. Podem ser produzidas por diversos tipos de
células inflamatadrias, tais como linfécitos T e eosindfilos, e estruturais, incluindo

(59)

células endoteliais, epiteliais e fibroblastos Compreender a acado das

citocinas nas células do sistema imune podem fornecer insights importantes
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para selecionar novas estratégias terapéuticas que possam prevenir

exarcebacgdes e o curso natural da doenca.

As citocinas comumente relacionadas a fisiopatogenése da asma sao
sintetizadas pelas células de perfil Th2, tais como: IL-4, IL-5, IL-13 ©9 49)
Citamos as principais funcdes destas citocinas para o processo inflamatorio
alérgico: IL-4 promove a troca de isotipo e producéo de IgE nos linfécitos B ©°),
IL-5 é responsavel pela maturagdo, ativacdo e sobrevivéncia do eosindfilos "
e IL-13 induz a producdo de muco pela diferenciacido e hiperplasia das células
epiteliais secretoras especializadas, inflamagcdo da vias aéreas e

hiperresponsividade “% 62 63),

Estudos utilizando murinos deficientes de IL-4 mostraram que o
desenvolvimento da inflamagdo alérgica induzida pelo antigeno foi
significativamente reduzida nos animais com deficiéncia de IL-4 em
comparacdo com o murino do tipo selvagem ©. Em outro estudo, agora com
ensaio clinico do receptor soluvel de IL-4 (IL-4R) que neutraliza IL-4, mostrou

melhora terapéutica para asma moderadamente grave ©°.

A citocina IL-13 possui um papel central na resposta alérgica por meio
de suas agdes sobre o epitélio e células musculares lisas. A importancia de IL-
13 foi evidenciada em um desafio com antigénico praticado em murinos
deficientes de IL-13, tais animais falharam em produzir hiperresponsividade e
muco, mesma na presenga continuada de IL-4, IL-5 e inflamagdo das vias
aéreas . Apesar da inegavel importancia das células Th2 para perpetuacéo

da cascata inflamatoria na asma, atualmente sabemos que respostas alérgicas
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podem ser induzidas na auséncia de células T ou B, sugerindo a importéncia

de outros tipos de células.

Recentemente, tem se destacado a relevancia das células linfoides
inatas (ILCLs) e sua respectiva subpopulacéo ILC2 para a imunorregulagdo das

(66

citocinas em doencas alérgicas ©®. Por sua vez, as células linféides inatas

(ILC2) podem representar a ligagdo procurada entre a estimulagdo da célula

2 (67.88) Estas células foram descobertas em

epitelial e o inicio da resposta Th
humanos e camundongos de maneira independente por diversos grupos. As
ILC2 sdo grandes produtoras de IL-5 e IL-13 em respostas a ativagao das
células epiteliais . Naturalmente tanto as células Th2 quanto as ILCs, por

meio da producdo das citocinas, sdo potencialmente importantes para a

manutengao das respostas alérgicas (Figura 4) ©.

Tese de Doutorado Cldudia Jeane Claudino de Pontes Miranda



Introducgao 16

Indugao de Metaplasna das
Qu|m|ocma IuIas (‘rllmformes

IL-4
IL-13
L° I!eucotrleno

IL5, IL13

Dano Epitelial

oo Th2/LC2
(Gata3+)
C()} . e IL25R
gy Ativacao IL33R Hiperresponsividade
o ol o -
5 IL-5 IL-4 =N ECP
o o IL-13 w
= .
. @ MEP
0 © © Quim‘otaxia Leucotrienos
-

Q IR Ry RO D
(i\/i/ e O {? D Recrutamento de

Células Inflamatorias

Forma;ﬁo de Edema
Peribronquico e Perivascular

Medula Ossea e
Precursores de Eosinodfilos

Figura4 - Descricdo geral das fungdes das citocinas Th2 na patogénese da
asma. Observamos uma consideravel sobreposicado de fungdes entre as
células Th2 e as células linféides inatas tipo 2 (ILC2). Os linfocitos Th2
compartilham o fator de transcrigdo GATA3 como as ILC2, este fator de
transcricdo € conhecido como mestre para os linfocitos T CD4 + Th2,
onde se controla a produgao das citocinas de perfil Th2: IL-4, IL-5 e IL-
13. O fator de transcrigdo GATAS3 dirige a expressao de citocinas Th2 em
ambos os tipos de células. Ambas as células também possuem fungéo
em conjunto para os efeitos dirigidos por leucotrienos, proteina basica
principal (MBP) e proteina catiénica eosinofilica (ECP), os quais sao
importantes mediadores liberados pelos eosindfilos. De modo geral as
citocinas liberadas pelos linfécitos Th2 e ILC2 participam de modo
semelhante das caracteristicas importantes na patogénese da asma "%
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Outras citocinas que podemos ressaltar sao as pro-inflamatorias [IL-1p,
IL-6, IL-11 e fator de necrose tumoral (TNF-a)], citocinas antiinflamatérias (IL-
10, IFN-y, IL-12 e IL-18), fatores de crescimento [fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF)], TGF-B, fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e
fator de crescimento epidérmico (EGF)] e citocinas quimiotaticas ou
quimiocinas (RANTES, Eotaxina e IL-8) ®Y. A Tabela 1 resume as principais

citocinas envolvidas na asma e suas respectivas fungoes.

Tabela 1 - Principais citocinas envolvidas na fisiopatogenia da asma ©°

Citocina Atividade biolégica
IFN-y Citocina mais importante na imunidade mediada por células;
controla o equilibrio Th1/Th2; inibibe a resposta alergica
IL-10 Antiinflamatéria
IL-13 Producéo de IgE, inflamagao, hipersecrecdo de muco e
eosinofilia
IL-4 Regulagao do crescimento, diferenciagao, ativagao e fungcao
de células B
IL-5 Eosinofilia e regulacédo de eosindfilos
TGF-B Remodelamento; citocina pro-fibrética; quimiotatica para

muitas células inflamatérias

As células de perfl Th2 e sua citocinas orquestram as principais
caracteristicas patognomoénicas da asma. Todavia células Th17 (uma
populagdo de células TCD4" que secretam IL-17A, IL-17F e IL-22), estdo
envolvidas principalmente na asma grave onde o acumulo de neutrofilos nas

vias aéreas é caracteristico """, Além disso, foi demonstrado que a IL-17 é
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expressa nas vias aéreas de pacientes com asma ¥ e que sua expresséo esta

correlacionada com a gravidade da asma .

Embora as células Th17 estejam envolvidas na inflamagdo neutrofilica
das vias aéreas, Hellings et al. (2003) ("® demonstraram que camundongos
deficientes de IL-17 submetidos ao protocolo de asma exibem redugdo nao
apenas de neutrdfilos, mas também de eosinéfilos. E importante ressaltar que a
citocina IL-23 é necessaria para a agdo patogénica das células Th17 . Além
disso, o eixo IL-23-Th17 desempenha um papel crucial no desenvolvimento de
doencgas inflamatérias e esta envolvido na regulacdo da inflamagéo alérgica, e
também pode colaborar com o recrutamento eosinofilico, atuando mesmo onde

células Th2 desempenham papel principal /" 7®).

1.1.3.2 Remodelamento Bronquico

A persisténcia do processo inflamatério ao longo do tempo e o
desencadeamento de respostas tardias na asma podem culminar para um

processo de reparo cronico de natureza progressiva, conhecido como

(79

remodelamento pulmonar ®. Usamos o termo remodelamento quando nos

referimos as mudangas na composi¢cdo, quantidade e organizagdo dos

componentes celulares e moleculares da parede das vias aéreas na asma ©°.

Essas mudancgas estruturais nas vias aéreas, segundo Vignola et al. (2003) "
e James e Wenzel (2007) ®”, sao desencadeadas por diversos fatores que

culminam para o aumento da espessura da parede das vias aéreas, tais como:
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- Espessamento da membrana basal: Subsequente do aumento da
deposig¢ao das fibras colagenas, tenascina e fibronectina, os quais sao
ativados pelos miofibroblastos e cursam para o processo de fibrose

subepitelial;

- Vasos sanguineos: Em individuos asmaticos é obervada uma mudanca
no aumento da vascularidade, vasodilatacdo e insuficiéncia vascular,

bem como um aumento do numero e tamanho dos vasos brénquico;

- Matriz extracelular: Composto por fibras do sistema colageno, fibras do
sistema elastico, fibronectina, proteoglicanos e as substancias que
compdem as membranas basais epiteliais e endoteliais. As alteracdes
mais comumente observadas na matrix extracelular sdo a quantidade

anormal das fibras elasticas, fibras colagenas e proteinas.

- Musculo liso: Ocorre hiperplasia da camada muscular e hipertrofia das
fibras e células musculares lisas, contribuindo para o espessamento do
musculo liso o que pode acarretar o aumento da matriz extracelular

dentro das camadas do musculo liso.

A importancia de todas as alteracdes supracitadas € dimensionada pela
expressao clinica que o remodelamento pode exercer na asma, sendo a
hiperresponsividade da via aérea e a obstrugdo ao fluxo aéreo considerado o
curso final das alteragdes estruturais da parede das vias aéreas ' 82
Contudo, a relagcdo do espessamento da parede da via aérea e a reatividade
brénquica ainda ndo é consenso e alguns dados sao conflitantes e poucos

consistentes. Niimi et al. (2003) ® demonstraram que o espessamento da

parede das vias aéreas atenua a reatividade brénquica em pacientes com
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asma, sugerindo que o processo de reparo seria protetor ao pulmao. Ainda,
Nakano et al. (2002) ®* acredita que 0 aumento da espessura da parede das
vias aéreas, ndo esta normalmente associado ao estreitamento do lumen na
asma. Por outro lado, Little et al. (2002) ®* encontraram correlacéo direta da

reatividade brénquica com o espessamento das vias aéreas.

Quanto a distensibilidade das vias aéreas sua redugcdo tem sido
relacionada & espessura da fibrose subepitelial ®®, ao aumento do nimero de

fibroblastos e a deposigdo de fibras colagenas ©7).

Os ciclos repetivos de inflamagao, cicatrizagdo e reparo envolvem
diversas células inflamatorias, células estruturais e também diversas citocinas e
fatores de transcricdo. Biopsias brénquicas de pacientes com vias aéreas
remodeladas apresentaram aumento ns niveis de citocinas de perfil Th2 e de
GATA-3 ®®_Corroborando estes dados, animais transgénicos com aumento da
expressao de GATA-3, o que favorece desenvolvimento da resposta de perfil
Th2, mostraram aumento da fibrose subepitelial e da hiperplasia do musculo

®9) A supressdo da

liso associado ao aumento de eosindfilos no pulméo
citocina IL-13 antes do desafio com alérgeno em modelo murino de inflamagéo
de vias aéreas diminuiu o numero de células caliciformes e a deposicdo de
fibras colagenas nas vias aéreas . As citocinas de perfil Th17 também tém

sido relacionadas ao aumento da produc¢ao de proteinas da matriz extracelular

e da regulacdo da fungdo do musculo liso ©V.

E importante ressaltar o papel do eosindfilo no processo de

remodelamento brénquico, visto que este pode proporcionar uma ampla

variedade de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas “¢ 92 93
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Corraborando com esse fato e sabendo que IL-5 € responsavel pela

maturacdo, ativacdo e sobrevivéncia dos eosindfilos ©V

, Flood-Page et al.
(2003) ) obervaram uma melhoria no remodelamento das vias aéreas em

pacientes asmaticos tratados com anti-IL-5.

As células musculares lisas tém sido destacadas como importante na
modulagdo da resposta inflamatéria da asma. Estas podem participar da
resposta inflamatéria crénica das vias aéreas por interagdo com citocinas Th1 e
Th2 para modular a atividade quimiotatica para eosindfilos, linfocitos T
ativados, mondcitos e macréfagos, além de terem o potencial de alterar o
ambiente da matriz extracelular e orquestrar eventos-chave no processo de

remodelamento crénico das vias aéreas Y,

Alteragbes estruturais em vias aéreas de asmaticos ja foram
caracterizadas ha décadas no tecido pulmonar, obtidos por meio de autépsia
de pacientes que foram a 6bito por asma ©®. No remodelamento pulmonar que
ocorre na asma grave ou fatal ha espessamento do musculo liso da parede da
via aérea com hipertrofia e hiperplasia de fibroblastos ®, espessamento da

®7) e proliferacdo de células do epitélio

membrana basal subepitelial brénquica
brénquico ®®. Em conjunto, todos estes dados sugerem que o remodelamento

brénquico pode ser um fator de gravidade da asma.

O processo de remodelamento é controlado pelo equilibrio dos fatores
pré e anti-fibroticos. Dentre estes fatores se destacam as metaloproteinases de
matriz (MMP’s) e seus inibidores teciduais (TIMP’s), que podem ter sua
relacdo alterada na asma. O desequilibrio de fatores proteoliticos-

antiproteoliticos e a secrecdo inapropriada de varias MMPs por células
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inflamatorias ou estruturais fazem parte da fisiopatologia de diversas doencas

pulmonares, inclusive da asma.

As metaloproteinases de matriz sdo enzimas proteoliticas que sao
capazes de degradar os componentes da matriz extracelular (MEC), e, assim,
desempenhar um papel na migragéo celular e remodelagao dos tecidos. Além
disso, elas podem ativar citocinas e quimiocinas, influenciando assim o
recrutamento e a fungdo de células inflamatorias. Ja as TIMPs sao inibidores
naturais de MMPs, que podem inibir a ligagéo ao sitio catalitico das MMPs. O
desequilibrio de MMPs e seus inibidores contribuem para o dano tecidual e

algumas das caracteristicas do remodelamento observadas na asma ©".

A MMP-9 ¢é ativada em todos os processos de remodelamento e reparo,
e também em condigdes inflamatérias. E ainda produzida por células
inflamatorias, como macrofagos, neutrofilos e eosindfilos. A célula mais
comumente associada ao aumento da atividade da MMP-9 na via aérea de

pacientes com asma é o neutrofilo 9.

Os niveis de MMP-9 foram encontrados elevados no escarro de
asmaticos desafiados com alérgenos, quando comparados aos seus controles
e uma correlagéo positiva com o numero de eosindfilos foi encontrada. Por
outro lado, os niveis de TIMP-1 nao variaram significativamente %9 Além
disso, a MMP-9 foi encontrada em altas concentragdes no plasma e no lavado
brénquico, associado a uma resposta diminuida do TIMP-1, em pacientes com
exacerbacdo aguda de asma e mal asmatico " 1% Por isso, a MMP-9 tem
sido associada como um marcador da inflamacao e do remodelamento das vias

aéreas em pacientes com asma grave %",
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Os estudos em modelos animais s&o similares aos achados encontrados
em individuos asmaticos no que se refere a importancia da MMP-9 no
remodelamento pulmonar da asma. A instilagdo intranasal de IL-17 em animais,
conhecida por promover o recrutamento de neutrdfilos, induz a liberagdo de
MMP-9 no fluido do lavado broncoalveolar ®®. Em outro modelo animal com
deficiéncia de MMP-9 houve reducéao do infiltrado de células inflamatdrias nas

vias aéreas e no fluido do lavado broncoalveolar (%7,

Ainda nao existe consenso a respeito da sequéncia precisa de eventos
que ocorrem no processo de remodelamento. Existe controvérsia sobre se os
mecanismos inflamatoérios levam ao remodelamento das vias aéreas ou se uma
alteracdo intrinseca na parede brénquica é que induz a inflamac&o crénica ©.
O mesmo ocorre em relagcdo a obstrugdo das vias aéreas e a
hiperresponsividade, onde ndo se sabe se os componentes do remodelamento
sdo prejudiciais, ou se representam uma resposta protetora a broncoconstrigéo.
Alguns autores referem que sem o remodelamento o paciente seria ainda mais
acometido pelos sintomas e teria a funcdo pulmonar mais prejudicada ",
Elucidar os mecanismos envolvidos no remodelamento, incluindo a funcido das
células estruturais na asma pode abrir novos horizontes para intervengdes

terapéuticas mais efetivas (2.
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1.2 Sistema colinérgico anti-inflamatério, receptores muscarinicos e

nicotinicos

A causa base da inflamacao e seus efeitos na saude humana é motivo
de incessantes pesquisas, que nos tras uma compreensao mais arraigada do
processo inflamatério e principalmente de como ele esta associado a muitas
doencas debilitantes como diabetes, obesidade, artrites, cancer, fibrose cistica,

asma, entre outras ("%,

7 By

A inflamagdo é uma resposta fisiologica frente a invasdo de um
patdogeno e/ou injuria tecidual. Qualquer 6rgdo do corpo pode se tornar
inflamado, envolvendo uma cascata de eventos que comega com uma resposta
localizada e altamente regulada, com o objetivo de neutralizar e eliminar o

agente agressor, além de promover o reparo aos danos causados ("%

. O 6rgédo
ou tecido, ao sofrer uma injuria causada por trauma, infecgdo, isquemia ou
hipersensibilidade imundlogica, ira desencadear uma resposta inflamatoéria que
via de regra é caracterizada pela liberagcdo de mediadores pro-inflamatorios,

como citocinas, moléculas de adesio, mediadores vasoativos, entre outros 1%

Embora, as respostas inflamatorias aos danos teciduais tenham um
efeito reparador, uma inflamacéo persistente tera um efeito devastador que
pode levar a debilidade e a até a morte. Neste sentido, € necessario um ajuste
equilibrado entre a producdo de citocinas anti e pro-inflamatoérias. Quando
produzidas em excesso, as citocinas podem acarretar um panorama favoravel

(106

para uma séria de doengas cronicas, inclusive a asma A magnitude da

resposta inflamatéria € finamente controlada e autorregulada por uma série de
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mecanismos, dentre eles as interagdes do sistema nervoso central e imune que
sao fundamentais para a modulagdo da resposta imune inata frente ao
processo inflamatério (197,

O cérebro e o sistema imunoldgico s&o conectados pelo sistema nervoso

©9 que & composto pelo sistema simpatico (SNS) e o sistema

auténomo
nervoso parassimpatico (SNP). O papel do SNS na modulagdo dos processos
inflamatorios ja € bem definido e tem fungbes pré ou anti-inflamatorias,
dependendo de fatores como a concentracdo de neurotransmissores, a
afinidade do receptor, tempo de atividade do SNS em relacdo ao curso da

inflamac&o e outros (1% 199),

De modo contrario ao papel bem definido do SNS na doenca, o controle
parassimpatico, da inflamac&o, s6 foi descrito por Borovikova et al. (2000) 9,
que descreve o arco reflexo da inflamagdo como responsavel por transmitir
informagdes sobre o estado imunoldgico da periferia para o sistema nervoso
central com a finalidade de regular a inflamagé&o, evidenciando a comunicagéo

bidirecional entre o sistema nervoso central e imunitario.

O arco reflexo da inflamacdo consiste em uma via neural aferente
sensorial que detecta os produtos moleculares da leséo, infec¢ao e inflamacao,
e um arco neural motor eferente que transmite os sinais para modular as
respostas imunes. Especificamente ao arco eferente do reflexo inflamatério é o
que denominamos de via colinérgica anti-inflamatéria, um mecanismo neural
composto pelo nervo vago parassimpatico e seu principal neurotransmissor a

acetilcolina (ACh).
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Quimicamente a ACh é um éster de acido acético e colina, cuja
simplicidade estrutural subestima a complexidade das acdes que exerce. A
ACh é liberada pelo SNA nas fibras pré e pos-ganglionares do sistema nervoso
colinérgico "'V, Ao ser liberada a ACh interege com duas classes principais de
receptores de acetilcolina (AChR): Receptores nicotinico de acetilcolina
(NAChRs) e os receptores muscarinicos de acetilcolina (mAChRs). E
importante ressaltar que as fungdes da ACh serdo determinadas dependendo
da interagcdo com o seu respectivo receptor.

Os receptores muscarinicos sdo do tipo sepentiforme, transpassam a

membrana sete vezes e estéo acoplados a proteina G (12

que compdem cinco
subtipos (M1-M5). O controle da liberagdo da ACh pelo nervo vago envolve os
receptores muscarinicos autoinibitérios M2, expressos em fibras nervosas pos-

ganglionares.

Nos pulmdes a ACh ao interagir como os receptores muscarinicos M2
(M2AChR), inibe a liberagdo da ACh em um mecanismo de retroalimentag&o
negativa diminuindo assim a bronconstricdo ''®, contudo na asma a acdo da
ACh nos receptores muscarinicos envolve a disfuncéo autoinibitéria do receptor
muscarinico M2. A disfuncao deste receptor ira aumentar a liberacdo de ACh

("% 0 aumento da

nas vias aéreas em terminagdes nervosas parassimpaticas
ACh circulante culminara com interagdes destas e os receptores muscarinicos
M3, tendo como resultado o aumento da produ¢do de muco e da contragédo do

musculo liso ("),

De outro modo, os nAChRs sdo do tipo canais ibnicos regulados por

ligantes e podem ser compostos pela combinagcdo de 17 diferentes tipos de
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subunidades (A1-10, B1-4, 8, ¢, y) "% No cérebro, os nAChRs desempenham
um importante papel na atividade sinaptica cerebral e na modulagdo das

(116)

funcbes celulares , enquanto que nos musculos estdo envolvidos na

ativacdo neuronal de espasmos musculares ("),

Em contraste ao observado dos efeitos deletérios da ACh no pulméo
quando atua via receptores muscarinicos, o papel da ACh em receptores
nicotinicos na resposta inflamatoéria pulmonar parece ter um efeito benéfico,
sugerindo que este receptor esta envolvida no sistema colinérgico anti-

inflamatorio.

Esquematicamente durante o processo inflamatério, as fibras sensitivas
do nervo vago, as quais atuam em varios compontentes e/ou 6érgéos do
sistema imunoldgico (sistema reticulo endotelial) como figado, pulméo, bago,
rins e intestino, iniciam uma resposta reflexa estimulada pela liberagdo de
mediadores quimicos (TNF-a e IL-1-B) oriundos do sitio inflamatério ''®). Estes
estimulos sao transmitidos ao sistema nervoso central, via braco aferente
vagal, fazem sinapse no nucleo do trato solitario que, juntamente com outras
estruturas centrais, ativam os neurdnios vagais eferentes, estes por sua vez
liberam ACh ") que ao se ligar aos receptores nicoticos a7 expressos em
macrofagos e outros tipos celulares, inibem a sintese de citocinas pro-
inflamatoria no bago, prevenindo o dano tecidual, e reestabelecendo assim a

homeostasia "8 119 (

Figura 5).
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Nucleo do trato Nucleo dorsal Nucleo do trato Nucleo dorsal
solitario dovago solitario do vago
Sistema nervoso central Sistema nervoso central
Nervo Nervo Nervo Nervo
vago vago vago vago
aferente eferente aferente eferente
3 Inflamagao Homeostasia Ag‘

Figura5- Arco Reflexo - Sistema colinérgico antiinflamatério. Durante o
processso inflamatério, aqui esquematicamente representado por
fotomicrografias da via aérea em modelo animal de inducdo alérgica
crbnica, ocorre a liberagao de citocinas do sitio inflamatério, as quais sédo
necessarias para realizar o reparo tecidual, porém um desequilibrio entre
a producgao de citocinas pro-inflamatéria e anti-inflamatéria pode liberar
de forma desordenada mediadores pré-inflamatérios como TNF-a e IL-
no foco inflamatério. Estes mediadores funcionam como verdadeiros
sensores da inflamagéao e sinalizam via fibras sensoriais vagais aferentes
a informacao de que ha um dano tecidual periférico. Esta informagéao
advinda de uma injuria tecidual fara sinapses com o nucleo do trato
solitario e nucleo dorsal do vago gerando uma reposta eferente. A isto
chamamos de comunicagao bidirecional ou ainda de interacdo da
resposta neuro-imune-inata, ou seja, a comunicagdo entre o sistema
imune inato e o sistema nervoso central. Durante a resposta eferente o
sistema nervoso central envia a informagao de volta para o sitio
inflamatdrio liberando pelas fibras eferentes do nervo vago seu principal
neurotransmissor a acetilcolina que ao interagir com o receptor nicotinico
a-7 expresso em macrofagos e outros tipos celulares inibe a produgéao de
citocinas pré-inflamatérias reestabelecendo assim a homeostasia "%
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Em geral, ha duas grandes vias de comunicagdo responsaveis por
transmitir a informagédo do estado imunologico periférico para o SNC: Neural
(nervos sensoriais) e ndo neuronal ") entretanto ambas as vias estdo
provavelmente envolvidas na mediacdo imune periférica para comunicacao
com o cérebro, e cada uma das vias podera ser ativada individualmente ou em
conjunto, com base em numerosos fatores que incluem; o tipo de antigeno ou
estimulante do sistema imune, a dose ou concentracdo do estimulante imune, e

a via de administragao do antigeno "%,

A via ndo neuronal, também retratada como sistema colinérgico néo
neuronal, expressa receptores de ACh do tipo nicotinico em células do sistema
imune inato, as quais liberam ACh para exercer suas respectivas fungdes. De
modo geral, os nAChRs sao reconhecidos por mediar a neurotransmisséo
quimica em neurdnios, ganglios, interneurdnios e a placa motora, enquanto os
MAChRs medeiam a neutrotransmissdo quimica em neurbnios e Orgaos

efetores, tais como corago, fibras musculares lisas e glandulas (%%,

Desde a descoberta da via colinérgica anti-inflamatoria, sucessivos
estudos clinicos e experimentais vém incessantemente sendo realizados
utilizando diferentes modelos de ativagdo ou inibigdo da via colinérgica anti-
inflamatéria, sendo por estimulacéo elétrica ou inibicdo do nervo vago (110 24

12%) vagotomia (2% '?") ou uso de farmacos que inibam a acetilcolinesterase ou

agonistas e/ou antagonistas de receptores especificos (12 128-130)

Corraborando com o papel anti-inflamatério do reflexo da inflamacao,
Huston et al. (2007) " mostraram que a estimulacdo elétrica no nervo vago

eferente diminuiu a producdo de citocinas pro-inflamatérias em modelo
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experimetal de endotoxemia letal, inibiu a resposta inflamatéria aguda ao

132) & diminuiu a inflamagcéo intestinal

choque hipovolémico agudo hemorragico
induzida experimentalmente no ileo '*®. Além disso Li et al. (2010) '#")
mostraram que a vagotomia cervical aumentou a expressao de TNF-q, IL-6 e a
proteina do grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1) detectados por Elisa em
modelo de artrite em camundongos. Corroborando a importancia da acetilcolina

(134 demonstraram que animais

na regulacéo da inflamacéo, Leite et al. (2016)
com deficiéncia colinérgica por reducdo de VAChT eram mais susceptiveis a

inflamacéo sistémica induzida por LPS.

O a7nAChR (do inglés, a7 nicotinic acetycholine receptor, receptor
nicotinico a7 de acetilcolina) esta expresso em células do sistema imune como
macréfagos, eosinoliflos, mastocitos, basdfilos, linfécitos T e B, células
dendriticas, inclusive em células epiteliais alveolares ('*% 339 Wwang et al.
(2003)"% mostraram que camundongos deficientes do a7nAChR foram
incapazes de inibir a producdo de citocinas inflamatoérias apds estimulacdo do
nervo vago, tomando como fato desde entdo que, o a7nAChR é essencial para

inibicdo da sintese de citocinas por meio da via colinérgica anti-inflamataria.

Pesquisas em Knockout para a7 mostraram claramente, in vivo, o
importante papel dessa subunidade na via colinérgica anti-inflamatoéria: Nesses
animais, mesmo apo0s realizar a estimulagcédo elétrica do nervo vago, nao se
oberva significativa redug&o de citocinas no bago e no figado (TNF-q, IL-1, IL-6,
IL-8 e HMGB1) *¥ e macréfagos isolados desses animais néo respondem a

estimulacdo dos agonistas (acetilcolina e nicotina) do a-7, e quando
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estimulados, continuam a produzir TNF-a mesmo na presenga desses ligantes

(128)

Descoberta a identidade do receptor de acetilcolina que medeia os
sinais do vago, até entdo desconhecida, diversos estudos se concentraram em
estudar o potencial terapéutico a7nAChR. Assim a estimulacdo do a7nAChR
tem sido proposto como potencial alvo para as propriedades anti-inflamatorias

o (126

em diversos modelos animais de inflamacéo, tais como pancreatit ) sepsis

(128.130) & peritonite bacteriana (9.

1.2.1 a7nAChR e vias de sinalizagao intracelular

O subtipo a7nAChR apresenta uma permeabilidade mais elevada para
os ions de calcio em relagdo aos outros NnAChR. Como resultado do aumento
das concentragdes intracelulares de calcio, as vias de sinalizagdo sao
rapidamente ativadas por processos inflamatdrios (", o influxo de calcio ativa
diversas cascatas de fosforilagdo, entre elas proteina quinase C (PKC) e a

) 42 Tem sido mostrado que

proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK
muitas protéinas intracelulares interagem com a7nAChRs e participam da
transducdo do sinal. Como resultado da ativagcdo do a7nAChR, o fator de
transcricdo nuclear NF-kB é ativado por meio da via Janus quinase 2 (JAK-2)

(193) fosfatidilinositol quinases PI3K e proteina serina-treonina-quinase AKT (143

e o transdutor de sinal STAT1, STAT3 e STAT5 via JAK-2 / PI3K / AKT (141 144),
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Na realidade o a7nAChR e seus mecanismos de sinalizacdo tém sido
extensivamente estudados em neurdnios e em diversos modelos de inflamacéao
aguda, mas o conhecimento sobre suas ag¢des em ceélulas do sistema
imunoldgico é infimo. De modo contrario a agao por neurdnio, a transdugéo do
sinal pelo a7nAChR em células imunes nao requer a atividade do canal ibnico
ou despolarizagdo de membrana. Assim alguns autores demonstraram que ao
ativar a7nAChR com o agonista nicotinico, GTS21 e/ou colina ocorre a ativagéo
pleiotropicas de cascatas intracelulares de transducao de sinal em mondcitos e
macrofagos que regulam negativamente a transdugédo nuclear do NF-KB e

suprimi a transcrigdo de citocinas proé-inflamatérias (104 139 145.146)

Em células microgliais, a sinalizagdo a7nAChR inibe a liberagdo de
citocinas inflamatdrias por um mecanismo que envolve a diminuicdo da
foslorilagdo das MAPKs p38 (também conhecido como MAPK14) e p44

(também conhecido como MAPK3) (147,

De maneira esquematica o modo como a sinalizagcdo a7nAChR inibe
cascatas inflamatérias no sistema colinérgico neuronal e n&o neuronal
permeiam a compreensao das vias intracelulares como: MAPKs, NF-KB,

JACK2-STAT3 e SOCS3 (Figura 6).

De modo geral a ativacdo do a7nAChR em macréfagos, mondcitos e
outros tipos de células do sistema imunolégico podem regular negativamente a
producgao de citocinas pré-inflamatérias por inibir a translocagao nuclear do NF-
kB e a transcricdo de citocinas inflamatérias ("% 3% 149 Assim, de Jonge et al.
(2005) ") a0 ativar a7nAChR, in vivo, mostraram que o efeito anti-inflamatério

do agonista nicotina para a7nAChR se da pelo recrutamento de JaCK2 a
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subunidade a7 e subsequente fosforilagcdo de JACK2, logo apos se inicia a
cascata anti-inflamatéria STAT3. Em concordancia com essas constatagées um
inibidor de JACK2 (AG490), anulou os efeitos anti-inflamatorios do agonista
GTS-21 em células monucleares do sangue periférico humano ", sugerindo

que a P-STAT3 (STAT3 fosforilada) revoga a agado do a7nAChR.

Similarmente, a administracao de GTS-21, em célula endotelial, reduziu
a fosforilacdo de STAT3 suprimindo a ativagao de células endoteliais mediadas
por IL-6 por meio da via JACK2/STAT3, além de diminuir os niveis de
tratamento de SOCS3 (supressor da sinalizagao de citocina e um regulador da

atividade inflamatéria de IL-6) (%9,
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Vias de sinalizacao envolvidas na estimulacido de a7nAChR. A
sinalizagdo a7 regula as repostas inflamatoérias por trés possibilidades,
entre outras. Na primeira possibilidade o a7nAChR regula negativamente
a via MAPK, esta em dultima analise induz a translocacdo do fator de
transcricdo NF-KB para o nucleo, uma vez no nucleo o NF-kB é
responsavel pela liberacdo de diversas citocinas pro-inflamatéria. Em
outra via de sinalizacdo na presenca de patdégenos enddgenos ou
exodgenos ocorre a ativagdo da fosforilagdo do IKB e degradagédo do
proteossoma que induz também a translocacdo do NF-KB o nucleo,
contudo ao ativar o a7, ocorre a inibigdo da fosforizagdo do IKB, fazendo
com que o NF-KB permanega em repouso no citoplasma. Em uma
terceira via a sinalizagdo do a7nAChR recruta JACK2 que fosforila
STAT3 e estes regulam negativamente a ativacdo do NF-KB e também
pode aumentar a atividade do supressor de citocina 3 (SOCS3) como
parte da resposta anti-inflamatéria %%

A funcdo de STAT3 tem sido relatada como divergente por alguns

autores e ao que parece a inibicdo da fosforilagdo de STAT3 mimetiza a

sinalizagdo a7nAChR por inibigdo do NF-kB e da produgado de citocinas em

macrofagos. Isto sugere um papel pro-inflamatério para a fosforilagdo de

STAT3. Nesse sentindo, Pena et al. (2010) (*® mostraram que a inibicdo da

expressao de STAT3 aumenta a produgéo de citocinas e revoga a sinalizagéo
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a7nAChR. Esses achados sao contraditorios com os encontrados por de Jonge
et al. (2005) *® onde a acdo anti-inflamatéria da ativagdo do a7nAChR foi
mantida mesmo apos a fosforilagdo de STAT3 em macréfagos peritoneais de

modelo de inflamagdo e ileo pés—operatério (1%,

Estas respostas
aparentemente contraditorias do STAT3 podem ser explicadas pelo menos, em
parte, na indu¢cdo de conjuntos distintos de genes alvo por STAT3 em

diferentes células (°".

1.2.2 Sistema colinérgico antiinflamatério e a7nAChR no pulméao

Nosso grupo demonstrou recentemente que a reducéo da liberacdo de
ACh devido a redugcdo nos niveis do transportador vesicular de acetilcolina
(VAChT-KD) induziu inflamagéo das vias aéreas em animais sem doenca
pulmonar prévia. Nestes animais houve ativacao das vias JAK2/STAT3, NF-kB
e SOCS3 ™2 sugerindo que o sistema colinérgico anti-inflamatério
desempenha um importante papel na manutencdo da homeostasia pulmonar.
Ainda, animais da linhagem VAChT-KD submetidos a um modelo de sepses
induzido por ligadura cecal tiveram reducéo de células T helper e citotdxica e
aumento de células Th17 além de aumento nas citocinas IL-1[3, IL-6 e TNF-q,
sugerindo que a ACh modula a resposta inflamatoria durante a sepses por via
de IL-17 (%%,

A estimulacdo do a7nAChR atenua a inflamagao pulmonar e os niveis

(130, 154, 155, 156, 157

de TNF-a observada em modelos de lesdo aguda ). Mabley et

Tese de Doutorado Cldudia Jeane Claudino de Pontes Miranda



Introducgao 36

al. (2011) ™" a0 utilizar o agonista néo seletivo (nicotina) do a7nAChR em
modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por instilagdo intratraqueal de
lipopossacarideos (LPS) em camundongos, demonstraram reducao das células
inflamatorias no lavado broncoalveolar (LBA), das quimiocinas pré-inflamatérias
(MIP-1a, MIP-2, e eotaxina) e das citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-

a).

Atualmente muitas pesquisas estdo voltadas para explicar quais sao os
mecanismos envolvidos no controle da inflamacédo pelo a7nAChR em células
do sistema imunoldgico. Algumas vias principais tém sido implicadas em
células do sistema imune com a seguinte sequéncia de eventos: Excesso de
citocinas ativam o arco reflexo da inflamacgao, estimulam o nervo vago a liberar
ACh que interage principalmente com a7nAChR e inibe a translocagao do fator
de transcricdo NF-kB para o nucleo, inibindo assim a sua cascata inflamatéria.
Outra hipotese € que a ativagdo do a7nAChR recrute a tirosina quinase (JAK2)
e promova a fosforilagdo e ativagdo subsequente do STAT3 (do inglés signal
transducer and activator of transcription). A via JAK2-STAT3 é coadjuvante
para o potencial anti-inflamatério do sistema colinérgico, pois induz a

expressao de proteinas anti-inflamatdrias com SOCS3 (1%®),

A maioria das experiéncias relativas aos efeitos modulatérios da via
colinérgica antiiflamatoria sobre a inflamag&o foram testados em modelos de
sépsis, uma sindrome de respostas agudas pro-inflamatérias e sistémicas,
caracterizada por invasdao de neutrofilos, alveolite e aumento da

r (159

permeabilidade do endotélio microvascular pulmona , sendo poucos

estudos realizados na doenga pulmonar cronica.
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Na asma, poucos estudos avaliaram o efeito da via colinérgica anti-
inflamatoria e principalmente do receptor a7nAChR. Neste contexto, Mishra et
al. (2010)"%” sugerem que o receptor a7nAChR possa ser um alvo envolvido
na patogénese da asma, uma vez que a administragdo de nicotina (agonista
ndo seletivo do a7nAChR) reduz a liberacdo de leucotrienos em linhagem de
células RBL e este efeito foi bloqueado pelo antagonista metillicaconitine (MLA)

do a7nAChR.

Em outro estudo utilizando tanto antagonista de a7nAChR quanto
animais com auséncia de a7nAChR, Mauche et al. (2009) "®") mostraram que
este receptor é um importante regulador da plasticidade do epitélio das vias
respiratérias em humanos controlando a proliferacdo celular e as vias de
diferenciacao celular e por este motivo pode estar envolvido na remodelacéo
das vias aéreas e em doengas broncopulmonares. Blanchet et al. (2005) (2,
mostraram que o uso do agonista nicotinico n&o seletivo 1,1-dimethyl-4-
phenylpiperazinium em modelo experimental de asma, reduziu o influxo total de
células inflamatdrias e a eosinofilia pulmonar. Em conjunto, estes trabalhos
acima descritos sugerem que o receptor nicotinico a7nAChR possa ser um

novo alvo no controle da inflamacgao pulmonar na asma.

Estudos das vias JAK-STAT-SOCS e NF-kB em modelos de asma foram
realizados fora do prisma da via colinérgica antiiflamatoria e aqueles que
eventualmente associaram estes mecanismos ocorreram em outros modelos
que ndo os de asma. Simeone-Penney et al. (2007) "®* demonstraram em
modelo murino de asma que a redugao condicional de STAT3 no epitélio das

vias aéreas diminuiu o recrutamento de eosinofilos para as vias respiratérias, a

Tese de Doutorado Cldudia Jeane Claudino de Pontes Miranda



Introducgao 38

acumulagado de citocinas de perfil de Th2 e de quimiocinas no pulmao.

) %9 demonstraram que a presenca de STAT3

Curiosamente, Pena et al. (2010
€ necessaria para o efeito anti-inflamatoério do receptor a a7nAChR na inibigao
da producdo de TNF-a em modelo de sepse, entretanto, a inibicdo de sua
fosforilacdo previniu a inflamagao sistémica e aumentou a sobrevida destes

animais, sugerindo um importante papel de STAT3 nao fosforilada na

fisiopatologia da sepse.

Contrariamente a Pena et al. (2010) ("®, de Jonge et al. (2005) (*)
observaram que os efeitos anti-inflamatérios da nicotinia requerem a habilidade
da fosforilagdo de STAT3 e que a estimulacdo vagal reduz a inflamagéo
induzida por cirurgia de manipulagédo intestinal por ativacdo de STAT3 em
macrofagos e por também induzir aumento de SOCS3, que desempenha um
feedback negativo na via JAK/STAT. Por outro lado, a SOCS3 tem sido
associado a gravidade da asma e também ao aumento dos niveis de IgE em

164)

humanos '®", contudo n3o encontramos trabalhos que associem SOCS3 a

outras vias de sinalizagdo intracelular e ao sistema colinérgico na asma.

As vias de sinalizagdo intracelular colinérgica neuronal e ndo neuronal
continuam sendo pesquisadas; embora alguns destes mecanismos estejam
sendo desvendados, seu papel na mediagcdo em macrofagos e outros tipos de

célula ainda é enigmatico.
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1.3 Tratamento com agonista do a7nAChR (PNU-282987)

O PNU 282987 (N-(3R)-1-Azabiciclo(2.2.2)oct-3-yl-4-clorobenzamida)
tem sido descrito como agonista especifico sintetizado para o a7nAChR ®) e
tem interagbes insignificantes com outros subtipos de nAChR. Dada a
importancia do a7nAChR no sistema colinérgico e na regulacdo da resposta
inflamatdria, a ativacdo da sinalizacdo a7nAChR pelo PNU-282987 tem sido
utiizado em inumeras desordens da saude, dentre elas: Disturbios do
comportamento ®® no tratamento da dor em doencas inflamatérias do
intestino "®”), em modelo de lesdo pulmonar aguda onde este tratamento regula

negativamente os niveis de TNF-a e MIP-2 nos neutréfilos (°%

€ na prevengao
da lesdo pulmonar induzida pela ventilacdo mecanica ('®®. Todos esses dados
sugerem que o a7nAChR é um importante alvo terapéutico em diversas

doencas inflamatorias.

N&o ha consenso, dentro do nosso conhecimento, sobre a meia vida do
PNU-282987 em camundongos apds o uso de injegéo intraperitoneal, contudo
achamos improvavel que o PNU-282987 permaneca totalmente inativo depois
de duas horas, porque ele tem alta afinidade para a7nAChR e seu valor de
meia vida in vitro é 0,120 minutos '®®. A fim de determinar se os efeitos da
ativagcdo dos receptores nicotinicos s&o diretamente relacionados aos
a7nAChR alguns autores utilizam o antagonista especifico metillicaconitine
(0 3-metil-2,5-dioxopirrole) (MLA) "% 188) Turek et al. (1995) "% relataram que
a meia vida do MLA permanence cerca de 20min apds o uso de injegcao

intraperitoneal em camundongos. Apesar do reconhecimento pela comunidade
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cientifica sobre o papel do a7nAChR em modelos de inflamagéo (12% 130 131)

ndo temos conhecimento de nenhum trabalho com o uso do agonista seletivo

PNU282987 em modelo experimental de asma.

1.4 Justificativa para estudo

A via colinérgica anti-inflamatéria € um mecanismo neural que em
resposta a uma injuria tecidual periférica libera acetilcolina, via nervo vago, e
ativa o a7nAChR para debelar cascatas inflamatorias. Isto coloca o nervo vago,
a acetilcolina e o a7nAChR no cerne do controle da resposta inflamatéria. Além
disso, Wang el al. (2003) *®) demonstraram que o a7nAChR é um componente

essencial na modulagdo da resposta inflamatéria frente ao dano tecidual.

Desde a descoberta da via colinérgica antiinflamatoria no ano 2000 por
Borovikova "% até os dias atuais, o potencial terapéutico desta via vem sendo
testado em formatos que envolvem a estimulagdo elétrica do nervo vago,
desnervacédo do vago, deficiéncia e/ou estimulagdo do a7nAChR em diversos
modelos de doengas inflamatérias e debilitantes. Atualmente o potencial
terapéutico da via colinérgica antiinflamatoéria ja € reconhecido pela
comunidade cientifica, mas os caminhos pelos quais 0 a7nAChR corrabora
para modular a resposta inflamatéria ainda é enigmatico e motivo de muitos

estudos.

No pulmao, o a7nAChR é expresso em células epiteliais dos brénquios

humanos e de camundongos (°> 7" 172 'nas células do musculo liso das vias
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(123)

aéreas e em ceélulas do sistema imune, tais como macrofagos, neutrofilos,

eosindfilos, mastocitos e em células epiteliais alveolares (139 135 136, 155)
Contudo uma parte consideravel dos estudos no pulmao foi realizada em

130, 154-156

modelos de lesdo aguda ). deixando uma lacuna curiosa em doencgas

caracterizadas por processos inflamatoérios crénicos como a asma.

Considerando que um novo arsenal terapéutico possa surgir em uma
doenca que apesar dos tratamentos disponiveis apresenta um impacto
substancial na qualidade de vida dos individuos que a possuem e gera custos a
saude publica em todo o mundo, o estudo dos efeitos da estimulacdo do

a7nAChR na fisiopatologia da asma € de extrema relevancia cientifica.
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2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi investigar o receptor nicotinico para
acetilcolina a7nAChR modula a resposta inflamatéria e de remodelamento

brénquico em animais com indug&o alérgica crénica das vias aéreas.

2.2 Objetivo Especifico

Avaliar se o tratamento com PNU-282987 apdés o periodo de

sensibilizagao interefere com:
1. Ainflamacé&o de vias aéreas;
2. O recrutamento eosinofilico;
3. Os niveis de citocinas (IL-4, IL-10, IL-13, IL-17) no pulmao;

4. As alteragdes estruturais e de componentes da matriz extracelular na

parede das vias aéreas;

5. O numero de células positivas para MMP-9 e TIMP-1 ao redor das

vias aéreas;

6. A expressdo das vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na

moducao da resposta inflamatodria: NF-KB, STAT3 e SOCS3.
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3.1 Animais

Foram utilizados neste estudo animais da linhagem BALB/c sadios do
sexo masculino com 6-8 semanas de idade e pesando em média 25¢g. Os
animais receberam cuidado conforme o “guia de cuidados e uso de animais
de laboratorio” publicado pelo National Institutes of Health (NIH, 1985) e
foram mantidos a uma temperatura controlada de 21-23°C, com livre acesso
a agua e comida. Todas as experiéncias descritas neste estudo foram
aprovadas pela Comissdo de Etica Interna da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil) (numero de documento

057/14).

3.2 Grupos experimentais

O protocolo experimental incluiu sete grupos divididos aleatoriamente,

sendo:

1. Grupo Controle: Animais que receberam injecdo intraperitoneal e

inalagdes com solugao salina e que foram tratados com veiculo;

2. Grupo Controle+PNUO,5: Animais que receberam injecéo intraperitoneal
e inalagbes com solucao salina e que foram tratados com PNU na dose

de 0,5 mg/Kg;
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3. Grupo OVA+Ve: Animais que receberam injegao intraperitoneal e

inalagbes com ovoalbumina e que foram tratados com veiculo;

4. Grupo OVA+PNUO,5: Animais que receberam injecao intraperitoneal e
inalagbes com ovoalbumina e que foram tratados com PNU na dose de

0,5mg/Kg;

5. Grupo OVA+PNU1,0: Animais que receberam injegdo intraperitoneal e
inalagbes com ovoalbumina e que foram tratados com PNU na dose de

1,0mg/Kg;

6. Grupo OVA+PNUZ2,0: Animais que receberam injegao intraperitoneal e
inalagdes com ovoalbumina e que foram tratados com PNU na dose de

2,0mg/Kg;

7. Grupo OVA+ MLA+PNUO,5: Animais que receberam injecao
intraperitoneal e inalagbes com ovoalbumina e que foram tratados com

MLA previamente ao tratamento com PNU na dose de 0,5mg/Kg.

3.3 Indugao da inflamagao pulmonar alérgica cronica

Os animais foram imunizados com OVA injetada intraperitoneal (i.p.)
(50 ug) (GRADE 1V, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) na presenca de 6 mg de
Al(OH)3 como adjuvante (Pepsamar, Sandei-Synthelabo SA, Rio de Janeiro,
Brasil) diluido em uma solugao de 0,2 mL de solugéo salina nos dias 0, 7 e

14, como previamente descrito (' 74 (Figura 7). O desafio com OVA em
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aerossol comegou uma semana apos a terceira imunizagao, nos dias 22, 24,
26 e 28. Para isso, os animais foram colocados numa caixa acrilica (30
centimetros x 15 centimetros x 20 centimetros) acoplada com um
nebulizador de ultrassom (US - 1000; ICEL, Sdo Paulo, Brasil) e expostos a
1% de solugdo de OVA durante 30 minutos. Os animais do grupo controle
receberam o adjuvante (i.p.) e foram expostos a inalagdo com soro

fisiologico.

3.4 Tratamento com PNU-282987 e pré—tratamento com MLA

Animais sensibilizados com OVA receberam diariamente a partir do
22° dia do protocolo experimental PNU-282987, um agonista seletivo do
a7nAChR, nas doses de 0,5, 1 e 2 mg/kg (i.p.) *? até o final do protocolo.
As doses escolhidas foram baseadas em trabalhos prévios que testaram o
PNU-282987 em doses que variaram de 0.4 a 20mg/Kg (i.p.) ** 1®V_ A fim
de determinar os efeitos terapéuticos dos medicamentos utilizados, todos os
tratamentos foram iniciados no dia 22 do protocolo, periodo este em que os
animais ja tinham sido devidamente sensibilizados. Nos dias em que havia a
inalagdo com OVA, o PNU-282987 foi administrado 2 horas apds a inalagao.
O tratamento com metillicaconitine (MLA), um antagonista seletivo do
130, 155)

a7nAChR, foi administrado em parte dos animais na dose de 1 mg/kg ¢

30 minutos antes do tratamento com PNU-282987, a fim de observar se os
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efeitos de PNU-282987 eram dependentes do a7nAChR. Os animais

controles foram submetidos ao tratamento com veiculo (salina) (Figura 7).

+ + + +

Yy v v + + + ¢ *
1 1 1
0 7 14 22 23 24 25 26 2728 29

\ 4 Injecao intraperitoneal (i.p.) de salina ou 50ug

Inalagcdo com salina ou OVA 1% (30min);

<4 PNU-282987 0,5, 1,0 ou 2,0 mg/kg (2h apés a inalag&o)
e/ou MLA previamente ao PNU (30 min antes)

{» Eutanasia e coleta de material

Figura 7- Protocolo experimental. Os animais receberam uma injecao i.p. de
solucao salina ou com 50 ug de OVA diluida em 6 mg de Al (OH) 3, nos
dias 0, 7 e 14. Depois, os animais receberam inalagédo de OVA (1%) ou
de solugdo salina nos dias 22, 24, 26 e 28 por 30 minutos. A partir do dia
22 até o fim do protocolo, parte dos animais recebeu tratamento com
PNU-282,987 diariamente, um agonista do a7nAChR, 2h apds a
inalagdo. A fim de verificar se as respostas obtidas do tratamento com
PNU282987 foram dependentes de a7nAChR, parte dos animais foram
pré-tratados com MLA, um antagonista de a7nAChR, sendo as doses de
MLA aplicadas 30min antes da dose de PNU282987. No dia 29, os
animais foram anestesiados e eutanasiados e o material coletado para
posterior analise
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3.5 Contagens de células no lavado broncoalveolar (LBA) e no sangue

periférico

Todos os animais foram anestesiados com tiopental sddico (50
mg.kg-1, i.p.), no dia 29 (Figura 7), submetidos a laparotomia e as amostras
de sangue foram obtidas a partir da veia cava inferior e diluidas (1:20) em
fluido de Turk (1%). Em seguida, os animais foram exanguinados via sec¢éo
da aorta abdominal. Foi entdo realizada uma traqueostomia e o LBA foi
entao obtido pela infusdo de 0,5 mL de salina por 3 vezes consecutivas (total

volume 1,5mL) (74

, pela canula traqueal, com o0 uso de uma seringa. Para
realizar a contagem total e diferencial de células, o volume recuperado foi
centrifugado a 800 rpm, a 5°C, durante 10 min. O sobrenadante do LBA foi
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para posterior
dosagem de citocinas. O numero total de células viaveis no sangue
periférico e no LBA foi determinada com o auxilio de um hemocitémetro de
Neubauer por microscopia optica (Olympus CH30). O sedimento de células
foi ressuspendido em 0,2 mL de solugdo salina estéril. As contagens de
células diferenciais foram realizadas em preparagdes citocentrifugadas de
LBA (450 rpm durante 6 min) (Cytospin, Cheshire, Reino Unido) coradas
com Diff-Quick (Biochemical Sciences Inc., Swedesboro, NJ). Pelo menos

100 e 300 células foram contadas de acordo com os critérios morfolégicos

padrdo no sangue periférico e no LBA, respectivamente (%2,
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3.6 Niveis de citocinas IL-4, IL-10, IL-13 e IL-17 no LBA e IgE no

sangue periférico dosados por ELISA

Os niveis de IL-4, IL-10, IL-13 e IL-17 no sobrenadante do LBA, bem
como os niveis de IgE no sangue periférico foram medidos pela técnica de
ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando kits disponiveis comercialmente
(para as dosagens no LBA foram utilizados kits de citocinas da Duo-Set da
R&D Research and Development, San Diego, CA, EUA e para a dosagem de
IgE). O protocolo utilizado foi de acordo com as instrugdes fornecidas pelo
fabricante. A quantificagdo das proteinas foi realizada por um
espectrofotdmetro de placa (Epoch - Bioteck, Vermont, EUA) e pelo programa
GEN 5.1.1.1 utilizando um comprimento de onda de 450 nm °?. Todos os
niveis de citocinas do LBA foram expressos em pg de citocinas/mL do LBA e

os niveis de IgE foram expressos em unidade de densidade otica.

3.7 Estudos morfométricos

Apés a coleta do LBA, a parede anterior do torax foi aberta e os
pulmdes removidos em monobloco coragao-pulmao. O pulmao esquerdo foi
entdo isolado e rapidamente congelado em nitrogénio liquido. O pulméao
direito foi entdo infundido com 2 mL de formaldeido a 4%. Apds o pulméo
direito foi entdo fixado com formaldeido a 4% durante 24h e, em seguida,

transferido para etanol a 70%. Apos este periodo, os pulmdes foram
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transferidos para o aparelho TP1020 da (Leica Wetzlar, Alemanha) onde
realizou o processo de clareamento e desidratagdo do tecido. Apds, o tecido
foi transferido para o EG1150 (Leica Wetzlar, Alemanha) para a inclusao da
parafina e em seguida colocado em uma placa de gelo (EG1150 H Leica
Wetzlar, Alemanha) para resfriamento rapido. Cortes com 5 ym de espessura
de pulmido embebidos em parafina foram obtidos com o auxilio de um
microtomo (RM 2245 Leica Wetzlar, Alemanha), corados e submetidos a

analise histopatologica (7.

3.7.1 Avaliagdo da area do edema peribronquico, da musculatura lisa

e do epitélio nas vias aéreas

Os cortes histolégicos foram corados com H&E para avaliagdo da
area de edema, da musculatura lisa e do epitélio brénquico. Utilizando um
microscopio 6ptico (CH30, Olympus, Japao), a area de edema, musculo liso
e epitélio foi quantificada por meio da técnica de contagem de pontos e retas
com um auxilio de um reticulo de 100 pontos e 50 retas com area conhecida.
Foi quantificado o comprimento da membrana basal de cada via aérea a fim
de evidenciar se havia diferenga no tamanho das vias aréas, pelo numero de
vezes que a membrana basal coincidia com os interceptos. Considerando
que nao houve diferenga entre o comprimento da membrana basal entre os
grupos estudados, a area de edema, musculo liso e epitélio interesse foi

determinada pela contagem do numero de pontos que coincidia com esta
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(174) " Foram

area, no aumento de 400x, sem necessidade de corregdes
avaliadas 5 vias aéreas selecionadas aleatoriamente por animal de cada

grupo e o resultado expresso em area em pm?>.

3.7.2 Avaliagao dos eosinodfilos nas vias aéreas

Para a avaliagao dos eosindfilos, os cortes de tecido pulmonar foram
submetidos a coloragdo com Luna, especifica para granulos de eosindfilos
(7% A andlise morfométrica foi realizada conforme descrita no item 3.7.1.
utilizando a técnica de contagem de pontos e retas. Para a quantificagdo dos
eosindfilos, o reticulo foi colocado adjacente a parede da via aérea, a partir
da base do epitélio (Figura 8A). Cinco vias aéreas selecionadas
aleatoriamente de cada corte pulmonar foram analisadas em aumento de
1000x. O numero de eosindfilos foi determinado pela razdo do numero de
células positivas dentro da area de interesse dividido pelo numero de pontos
que coincidiam com a area de interesse ao redor da parede da via aérea. Os

resultados foram expressos em células por area (10*um?).
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3.7.3 Analise do conteudo de fibras colagenas e elasticas ao redor das

vias aéreas

Os cortes histolégicos foram corados para detecgcdo de fibras
colagenas usando Sirius-Red (Direct Red 80, C.I. 35780, Aldrich, EUA) e
para a deteccdo de fibras elasticas usando Resorsina Fuchisina com o
auxilio de um microscépio Leica DM4000B (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha), uma camera digital (Leica DFC420 Leica Microsystems) e um
software de analise de imagem Proplus 4.5 (Media Cybernetics, Bethesda,
EUA). A deposicao de fibras colagenas e elasticas foram medidas na area
delimitada entre as membranas basais epiteliais das vias aéreas até
adventicia. Cinco vias aéreas com ampliagao de 400x foram avaliadas para
cada animal. O conteudo de fibras colagenas e elasticas (Figura 8B) foi
expresso como uma percentagem da area positiva pela area total da parede

das vias aéreas ('™,

Todas as analises morfométricas descritas acima foram realizadas
por um pesquisador devidamente treinado que desconhecia a que grupo

experimental pertencia o animal.

3.7.4 Avaliagao do numero de células positivas para MMP-9 e TIMP-1

A imunohistoquimica para deteccao da expressdao de MMP-9 e TIMP-

1 foi realizada pelo método Biotina-estreptavidina peroxidase. Os cortes
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silanizados (3-Aminopropil-tri etoxi-silano-Sigma, Aldrich, St. Louis, MO, USA)
foram desparafinados e hidratados (Xilol 1, 2 e 3; Etanol Absoluto 1 e 2,
Etanol 96% e Etanol 70), seguidos por lavagem das laminas em agua
corrente. Apoés foi realizada a recuperagao antigénica pela exposi¢cdao de 1
minuto a temperatura de 125°C ao vapor de uma panela de pressao
(Decloaking Chamber, Bio-core medical, Califérnia, EUA) onde as laminas
estavam imersas em solugdo tampdo (Target Retrieval Solution, DAKO,
Califérnia, EUA). Foi entéo realizado o bloqueio das peroxidases enddégena por
meio de 7 lavagens de 5 minutos com agua oxigenada (H2O;) volume 10.
Realizou-se entdo o bloqueio para ligagdes inespecificas em solugao de
caseina (5 min) e a incubagdo com Anticorpo Primario anti-MMP-9 (1:500,
Santa Cruz Biotechonology, Inc., Texas, EUA) e anti-TIMP1 (1:100, Santa Cruz
Biotechonology., Texas, EUA) diluido em solugédo de BSA 5% (bovine serum
albumin) e deixado overnight em uma camera umida em geladeira a 4°C. Apés
18 horas da incubagdo com o anticorpo primario, foram incubadas por 1 hora
em estufa a 37° com o anticorpo secundario. A revelacao foi realizada com o
cromogeno 3,3 Diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e
as laminas foram entdo contra-coradas com Hematoxilina de Harris (Merck,
Darmstadt, Alemanha) ('°?. A deteccdo da expressao de células positivas para
MMP-9 e TIMP-1 ocorreu exatamente como descrito na contagem de

eosindfilos no item 3.7.2 (Figura 8A).
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Analise Morfométrica. A. Posicionamento do reticulo na area da

parede da via aérea para realizacdo da técnica de contagem de
pontos. Foram contados o numero de pontos na area de edema,
musculo liso, e epitélio brénquico pela técnica de contagem de pontos
e retas com o auxilio de um reticulo acoplado a ocular do microscopio.
Para a contagem de eosindfilos, foi utilizada a coloragdo de LUNA e
quantificados o nimero de células positivas por area. B. Coloragdo de

Picro-Sirius para detecgdo de colageno

ao redor da via aérea. O

conteudo de fibras colagenas ou elasticas ao redor das vias aéreas foi

determinado pela razédo da area de fibras

positivas ao redor das vias

aéreas pela area total da regido de interesse
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3.8 Deteccao da expressao dos receptores a7nAChR, MAmAChR e do
NF-kB total, STAT3 total e fosforilada e SOCS-3 por Western Blot

no homogenato pulmonar

O Western blot foi realizado utilizando o protocolo modificado a partir
de ""®. O pulmao esquerdo congelado foi homogeneizado com o auxilio de
um polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments modelo PT 10/35) em 1,5 mL de
tampéo a 100°C (1% g/mL SDS, 100 mM Trisma (pH 7,5), 10 mM EDTA, 100
mM pirofosfato de sddio tetra hidratado, 100 mM fluoreto de sédio, 10 mM
ortovanadato de sddio). Apés a homogenizagdo, uma fragdo das amostras foi
colocada em um tubo para microcentrifuga e mantida em banho seco por
aproximadamente 10 min a 96° C, e subsequentemente mantidas em gelo. Os
extratos desses tecidos foram centrifugados a 12.000 rpm a 4°C por 40 min
para a remocao do material insoluvel. As concentracbes de proteina dos
sobrenadantes foram determinadas pelo ensaio de Bradford por
espectrofotometria e uma quantidade igual de proteina total a partir de cada
amostra (50 ug) foi tratado com tampao Laemmli contendo ditiotreitol 200
mM e aquecido em banho seco a 96°C por 5 minutos. As amostras foram
submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE (10% de bis-acrilamida) no
aparelho para minigel (Mini-Protean). Em cada gel foi utilizado como padrao
um marcador de peso molecular com valores estabelecidos (Thermo Scientific
Massachusetts, EUA). Eletrotransferéncia das proteinas a partir do gel para
membrana de nitrocelulose foi realizada durante 90 minutos a 15V

(constante) em transferéncia semi-seca (Transblot SD Semi-dry Transfer Cell,
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Bio-Rad). A ligacdo nao especifica de proteinas na membrana de
nitrocelulose foi reduzida por incubacdo da membrana por duas horas em
tampao de bloqueio (5% de leite/ Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20
0,02%). Os anticorpos utilizados para imunotransferéncia foram: anti-M3
MAChR (receptor muscarinico M3) (1:10000) (Abcam, Cambridge,
Massachusetts), anti-a7 nAChR  (1:500) (Abcam, Cambridge,
Massachusetts), e anti-p65-NF-kB (1:1000) (Cell 6956) (Cells Signaling,
Danver,Massachusetts) e anti-B-actina (1:1000) (Cell 13346), anti-STAT-3
(1:1000) (Cell 9139) (Cells Signaling, Danver,Massachusetts), anti-pSTAT-3
(1:1000) (Cell 9131), anti-SOCS-3 (1:1000) (Cell 2923) (Cells Signaling,
Danver, Massachusetts) diluido em tampao de bloqueio durante a noite a
4°C. As membranas foram mantidas assim a 4°C overnight e foram
novamente lavadas, com solu¢ao basal, por 30 min. Os anticorpos ligados
foram detectados com conjugado de rabano-peroxidade (conjugado com
HRP) anti-lgG. As intensidades das bandas foram quantificadas, usando o
programa Imagem Uviband (Uvitec, Cambridge, EUA) e foram normalizados
pela constitutiva 3- actina, exceto o STAT3 fosforilado que foi normalizado pelo
STATS3 total. Os resultados foram expressos como porcentagem em relagéo ao

controle.
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3.9 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando software Sigma Stat
(SPSS Inc., Califérnia, EUA). A normalidade foi avaliada usando o teste de
Kolmogorov-Smirnov e todos os dados foram expressos como média + SEM.
Foram analisados dados pelo teste paramétrico One-Way-ANOVA seguido
pelo método de Student-Newman-Keuls. Para a comparagao do grupo
Controle com Controle+PNUO,5 foi realizado Test t. O nivel de significAncia

foi ajustado para 5%.
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4.1 Expressao proteica do receptor nicotinico a7nAChR e muscarinico

M3mAChHR no pulmao

Foi avaliado a expressdao da proteina do a7nAChR e M3 no
homogenato do pulmao dos animais sensibilizados com ovalbumina (Figura
9A e B). Verificou-se que ha expressdo do a7nAChR e M3mAChR no
homogenato de pulmado de animais controle e sensibilizados, e que nao
houve diferenga significativa entre os niveis de expressao destes receptores

Nos grupos experimentais.

4.2 Curva dose resposta do tratamento com PNU-282987 nas células
inflamatoérias no lavado broncoalveolar de animais sensibilizados

com ovoalbumina

A fim de determinar a melhor dose do tratamento com PNU em
modelo de asma experimental, realizamos uma curva dose resposta com
trés doses de PNU: 0,5, 1,0 e 2,0mg/Kg. Como determinante na escolha da
melhor dose utilizou-se principalmente o parametro numero de eosindfilos
recuperados no LBA, uma vez que estas células sdo caracteristicas
determinantes em modelos de asma em camundongos. Assim, foram
avaliadas o numero de células totais do LBA (Figura 10A) e de eosindfilos,
macrofagos, linfécitos e neutréfilos (B a E, respectivamente). Observamos
que a sensibilizagdo com OVA aumentou o numero de células totais,

eosindfilos, macrofagos, linfocitos e neutréfilos no LBA comparado ao grupo
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controle que recebeu salina (P<0,001). Apenas as doses de PNU 0,5 e 1,0
foram eficazes na redugdo do numero total de células do LBA (P<0,001) e
também do numero de eosindfilos (P<0,001 e P<0,05 para as doses de
PNUO,5 e PNU1,0 respectivamente), macrofagos (P<0,05 e P<0,001 para as
doses de PNUO0,5 e PNU1,0 respectivamente) e neutréfilos (P<0,01 e P<0,05
para as doses de PNUO,5 e PNU1,0 respectivamente). Ainda, a dose de
PNUO,5 reduziu o numero de linfécitos no LBA dos animais tratados com
PNU (P<0,05). O tratamento com PNU na dose de 2,0 ndo teve efeito na

reducdo do numero de células totais, eosindfilos, linfocitos e neutrofilos.

Observamos que o tratamento com MLA, um antagonista do receptor
nicotinico a7nAChR, administrado previamente ao tratamento com PNUO,5
em animais sensibilizados com OVA, suprimiu os efeitos do tratamento com
PNUO,5 na redugdo das células totais (P<0,001), eosindfilos (P<0,001),
macréfagos (P<0,05) e neutréfilos (P<0,001), e o grupo OVA+MLA+PNUO0,5
apresentou valores de células no LBA semelhantes aqueles observados no

grupo OVA+Ve.

Por fim, avaliamos o efeito do tratamento com PNUO,5 no numero de
células inflamatérias total e de eosindfilos nos animais controle que
receberam salina (4 animais do grupo SAL+Ve e 4 animais do grupo
SAL+PNUO0,5). O grupo salina tratado com PNUO0,5 apresentou numero
semelhante de células totais (SAL+PNUO0,5: 0,751£0,15) e de eosindfilos
(SAL+PNUO0,5: 0,004+0,002) recuperado no LBA em relagdo aqueles

animais que receberam salina e veiculo [Células totais: (SAL+Ve:
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1,16+0,23x10%/mL, P=0,184) e Eosindfilos: (SAL+Ve: 0,006+0,001 x10%/mL,

P=0,382).

Considerando que (i) a dose de PNU 0,5 mg/kg foi aquela que
apresentou melhor efeito na redugao de eosindfilos, (i) que este efeito anti-
inflamatdrio foi revertido pelo tratamento prévio com MLA, e (iii) esta dose
nao teve efeito no grupo controle que recebeu salina, optamos por utilizar
esta dose para dar continuidade aos experimentos e utilizamos apenas um

grupo controle que recebeu salina e foi tratado com veiculo (Controle).
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Expressao proteica de receptores colinérgicos do tipo a7nAChR
e M3AChRs no pulmdo. A expressdao da proteina de receptor
nicotinico a7nAChR e muscarinico M3mAChR foi analisada no
homogenato do pulmao de animais sensibilizados com OVA e controle
que receberam salina no dia 29 do protocolo por Western Blotting. O
gel é representativo dos resultados que foram obtidos em uma
experiéncia que foi repetida por trés vezes. Os graficos representam
os valores normalizados por B-actina, em média * erro da
porcentagem relativa ao controle (Salina) de 6-7 animais por grupo.
Controle: animais que recebram salina e foram tratados com veiculo;
OVA+Ve: animais sensibilizados com OVA e tratados com veiculo
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Figura10 - Curva dose resposta ao tratamento com PNU no numero de

células totais e diferencial celular recuperados no lavado
bronco-alveolar. O numero de células totais (A) e o numero de
eosindfilos (B), macréfagos (C), linfocitos (D) e neutrdfilos (E) foram
quantificados no LBA de animais sensibilizados com ovoalbumina e
controle no dia 29 do protocolo experimental. O tratamento com PNU
foi administrado nas doses de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/Kg. Ainda foi
administrado MLA (dose de 1,0mg/Kg), um antagonista do receptor
nicotinico a7nAChR, previamente ao tratamento com PNU a fim de
verificar a especificidade do tratamento com PNU. Controle: animais
que receberam salina e foram tratados com veiculo; OVA+Ve:
animais sensibilizados com OVA e tratados com veiculo;
OVA+PNUO0,5, OVA+PNU1,0 e OVA+PNU2,0: animais sensibilizados
com OVA e tratados com PNU nas respectivas doses e
OVA+MLA+PNUO,5: animais sensibilizados com OVA, e pré-tratados
com MLA e posteriormente com PNU na dose de 0,5mg/Kg. Os
graficos representam a média + erro padrao de 7-12 animais por
grupo, exceto o grupo OVA+PNU2,0 que tem um n de 4. *P<0,001, **
P<0,01 e #P<0,05
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4.3 Efeito do tratamento com PNU-282987 no numero de eosinofilos

no sangue periférico e nas vias aéreas

O aumento dos eosindfilos recrutados para as vias aéreas pode
depender do aumento de eosindfilos circulante no sangue periférico.
Observou-se um aumento no numero de eosindfilos no sangue periférico
(Figura 11A) e nas vias aereas (Figura 11 B) nos animais do grupo OVA+Ve
em relagdo ao controle (P<0,001). O tratamento com PNUO0,5 nos animais
sensibilizados reduziu o numero de eosindfilos no sangue (P<0,001) e
também seu recrutamento para as vias aéreas (P<0,05) em relagdo aos

animais sensibilizados e tratados com veiculo (grupo OVA+Ve).

O tratamento com MLA reverteu os efeitos benéficos do tratamento
com PNU, sendo que o grupo OVA+MLA+PNUO,5 apresentou numero maior
de eosindfilos tanto no sangue (P<0,05) quanto nas vias aéreas (P<0,05) em
relacdo ao grupo OVA+PNUO,5. E importante ressaltar que, embora o MLA
tenha revertido o efeito do PNU na quantidade de eosindfilos no sangue
periférico nos animais sensibilizados, o grupo OVA+MLA+PNUO0,5 ainda

apresentou valores menores que o grupo OVA+Ve (P<0,01).

Nas figuras C, D e E, podemos observar foto representativa de
pulmao corado com LUNA, que identifica eosindfilos, mostrando a presenca
dos eosindfilos na regidao peribroncovascular. Nota-se que o representativo
do grupo controle (Figura 11C) apresenta poucas células coradas em

relacdo ao representativo do OVA+Ve (11D). O tratamento com PNUO,5 nos
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animais sensibilizados reduziu o numero de células positivas ao redor da

regido peribroncovascular (11E).

4.4 Efeito do tratamento com PNU-282987 nos niveis de IgE no sangue

periférico

A IgE é uma das principais moléculas associadas a patogénese da
asma e esta envolvida no recrutamento eosinofilico. Observou-se que os
niveis de IgE estavam aumentados no grupo OVA+Ve em relacdo ao
controle (P<0,05, Figura 11F). O tratamento com PNU reduziu os niveis de
IgE no grupo OVA+PNUO0,5 em relagdo ao grupo OVA+Ve (P<0,05), e o
tratamento prévio com MLA reverteu totalmente os efeitos do PNU

(OVA+MLA+PNUO0,5 x OVA+PNUO0,5, P<0,05).
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Eosinéfilos no sangue periférico, ao redor das vias aéreas e
niveis de anticorpos IgE no sangue. O numero de eosindfilos foi
quantificado no sangue periférico (A) e, por meio da coloracdo LUNA,
ao redor das vias aéreas e espacgo peribroncovascular (B) nos animais
sensibilizados com ovoalbumina e controle no dia 29 do protocolo
experimental. O tratamento com PNU foi administrado nas doses de
0,5 e o MLA (dose de 1,0mg/Kg), um antagonista do receptor
nicotinico a7nAChR, foi administrado previamente ao tratamento com
PNU a fim de verificar a especificidade dos tratamentos com PNU.
Nos painéis C, D, e E observa-se via aérea representativa de um
animal dos grupos Controle, OVA+Ve e OVA-PNUO,5,
respectivamente. No painel F, esta apresentado os niveis de IgE
quantificados por ELISA, no sangue periférico. Controle: animais que
receberam salina e foram tratados com veiculo; OVA+Ve: animais
sensibilizados com OVA e tratados com veiculo; OVA+PNUO,5:
animais sensibilizados com OVA e tratados com PNU na dose de
0,5mg/Kg e OVA+MLA+PNUO0,5: animais sensibilizados com OVA, e
pré-tratados com MLA e posteriormente com PNU na dose de
0,5mg/Kg. Os graficos representam a média * erro padrao de 6-9
animais por grupo. *P<0,001, ** P<0,01 e #P<0,05.
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4.5 Efeito do tratamento com PNU-282987 nos niveis de citocinas IL-4,

IL-13, IL-17 e IL-10 no lavado broncoalveolar

As citocinas, particularmente as de perfil Th2, orquestram a resposta
inflamatéria na asma bronquica. Observou-se aumento dos niveis das
citocinas IL-4 (Figura 12A), IL-13 (Figura 12AB) e IL-17 (Figura 12AC) no
grupo OVA+Ve em relagao ao controle (P<0,05). Os animais sensibilizados
com OVA e tratados com PNUO,5 apresentaram redugdao nos niveis das
respectivas citocinas (P<0,01 para IL-4 e P<0,05 para IL-13 e IL-17). O pré-
tratamento com MLA manteve os niveis das citocinas IL-4 e IL-13 similares
aos obtidos no grupo sensibilizado e tratado com veiculo (OVA-Ve), sendo
maiores em relagdo ao grupo OVA+PNUO0,5 (P<0,05). Curiosamente, o MLA
nao impediu os efeitos do PNU nos niveis de IL-17. Os niveis de citocina IL-

10 (Figura 12D) foram semelhantes em todos os grupos estudados.

4.6 Efeito do tratamento com PNU-282987 no remodelamento de vias

aéreas

O aumento da deposigédo das fibras colagenas, o espessamento do
musculo liso e também do epitélio brénquico sao caracteristicas do
remodelamento de vias aéreas. Nao foram observadas diferencas
significativas no comprimento da membrana basal das vias aéreas entre os

trés grupos estudados, sugerindo que as vias aéreas avaliadas foram todas
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de tamanho equivalente (dados ndo mostrados). Na Figura 13, avaliamos a
area do edema peribronquico (A), do musculo liso (B) e do epitélio brénquico
(C). Os animais sensibilizados com OVA e tratados com veiculo (Grupo
OVA+Ve) apresentaram aumento na area de edema peribronquico (P<0,05),
na area da musculatura lisa (P<0,001), e na area de epitélio brénquico
(P<0,05) em relagao ao grupo controle. O grupo sensibilizado com OVA e
tratado com PNU (OVA+PNUO,5) apresentou reducédo destas respostas em
relagcdo aos animais tratados com veiculo (P<0,05 para area de edema e do
epitélio bréonquico, e P<0,001 para a area de musculo liso). Observa-se as
figuras D, E e F via aérea representativa de um animal do grupo Controle,
OVA+Ve e OVA+PNUO,5, respectivamente. Nota-se claramente que a via
aérea do animal do grupo OVA+Ve tem epitélio espessado com certo grau
de constricdo e intensa presenga de células inflamatdrias na regido

peribroncovascular associada ao edema.

Ainda avaliou-se a proporgado de volume de fibras colagenas (Figura
14A) e elasticas (Figura 14B) depositadas nas vias aéreas. Observou-se que
ha um aumento do conteudo de fibras colagenas e elasticas nas vias aéreas
do grupo OVA+Ve em relagdo ao controle (P<0,01 e P<0,001,
respectivamente). O tratamento com PNU suprimiu a deposicao de fibras
colagenas no grupo OVA+PNUO0,5 em relagédo ao grupo OVA+Ve (P<0,01),
sem no entanto afetar o conteudo de fibras elasticas nestes animais.
Considerando que o equilibrio de metaloproteases e seus inibidores estao
bastante relacionados a deposigdo/degradacao de componentes da matriz

extracelular, avaliou-se o numero de células positivas para a expressao de
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MMP-9 e TIMP-1. Nota-se que ha um aumento do numero de células
positivas para MMP-9 (P<0,001) e TIMP-1 (P<0,01) no grupo OVA+Ve em
relacGgo ao grupo Controle. O tratamento com PNU reduziu
significativamente estas respostas (P<0,001 e P<0,05 comparado o grupo

OVA+PNUO0,5 com OVA+Ve, para MMP-9 e TIMP-1 respectivamente).
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Figura 12 - Niveis de IL-4, IL-13, IL-17 e IL-10 no lavado broncoalveolar
dosados por ELISA. Os niveis de IL-4 (A), IL-13 (B), IL-17 (C) e IL-10
(D) no LBA foram quantificados por ELISA nos animais sensibilizados
com ovoalbumina e controle no dia 29 do protocolo experimental. O
tratamento com PNU foi administrado nas doses de 0,5 e o MLA (dose
de 1,0mg/Kg), um antagonista do receptor nicotinico a7nAChR, foi
administrado previamente ao tratamento com PNU a fim de verificar a
especificidade dos tratamentos com PNU. Controle: Animais que
receberam salina e foram tratados com veiculo; OVA+Ve: animais
sensibilizados com OVA e tratados com veiculo; OVA+PNUO,5:
animais sensibilizados com OVA e tratados com PNU na dose de
0,5mg/Kg e OVA+MLA+PNUO0,5: animais sensibilizados com OVA, e
pré-tratados com MLA e posteriormente com PNU na dose de
0,5mg/Kg. Os graficos representam a média + erro padrdo de 4-7
animais por grupo. *P<0,001, **P<0,01 e #P<0,05.
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Figura 13 - Avaliagcao do edema peribrénquico, do musculo liso e do epitélio
bronquic por morfometria no tecido pulmonar. As fotomicrografias
representativas da area do edema peribrénquico (A), da musculatura
lisa (B) e do epitélio bronquico (C) foram quantificadas por morfometria,
técnica de contagem de pontos e retas, em pulmao corados com H&E
(D a F) retirados de animais sensibilizados com ovoalbumina e controle
no dia 29 do protocolo experimental. O tratamento com PNU foi
administrado nas doses de 0,5mg/Kg. Controle: Animais que
receberam salina e foram tratados com veiculo (D); OVA+Ve: animais
sensibilizados com OVA e tratados com veiculo (E); OVA+PNUO,5:
animais sensibilizados com OVA e tratados com PNU na dose de
0,5mg/Kg (F). Os graficos representam a média + erro padrao de 6-8
animais por grupo. *P<0,001, **P<0,01 e #P<0,05
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Figura 14 - Avaliagao do conteudo de fibras da matriz extracelular ao redor
das vias aereas. As fotomicrografias representativas do conteudo de
fibras colagenas (A) e elasticas (B) foram coradas respectivamente
com picro-sirius e resorcina fucsina e foi quantificado ao redor das vias
aéreas utilizando um sistema de analise de imagens. Esta analise foi
realizada no pulmdo de animais sensibilizados com ovoalbumina e
controle no dia 29 do protocolo experimental. O tratamento com PNU
foi administrado nas doses de 0,5mg/Kg. Controle: animais que
receberam salina e foram tratados com veiculo; OVA+Ve: animais
sensibilizados com OVA e tratados com veiculo; OVA+PNUO,5:
animais sensibilizados com OVA e tratados com PNU na dose de
0,5mg/Kg. E a G representam pulméao corado para detecgao de fibras
colagenas de Controle, OVA+Ve e OVA+PNUQ,5, respectivamente. H a
J representam pulmao corado para MMP-9 de Controle, OVA+Ve e
OVA+PNUO,5, respectivamente. Os graficos representam a média +
erro padréo de 6-8 animais por grupo para fibras colagenas e elasticas
e 5-6 para MMP-9 e TIMP-1. *P<0,001, **P<0,01 e #P<0,05. Setas
representam as fibras ou células positivas.
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4.7 Efeito do tratamento com PNU-282987 na expressao proteica do

NF-kB, STAT3, pSTAT3 e SOCS3.

As vias NF-kB (Figura 15A), STAT3 (Figura 15B e C) e SOCS3
(Figura 15D) estdo envolvidas na modulacédo da resposta inflamatéria em
diversos modelos incluindo a asma. Observamos que a expressao proteica
da subunidade p-65 de NF-kB, a fosforilagcdo de STAT3 e a SOCS3 estao
aumentadas no homogenato do pulmao de animais do grupo OVA+Ve em
relacdo ao controle (#P<0,05) e o tratamento com PNU-282,987 reduziu esta
resposta (#P<0,05), quando comparado ao grupo OVA+Ve. O tratamento
com PNU nao apresentou diferenga significativa em relagdo ao controle em
nenhum destes parametros. Nao houve também diferenca entre os grupos

no conteudo total de STATS3.
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Figura 15 - Avaliagdo da expressao proteica do P65-NF-kB, dos transdutores
de sinal e ativadores de transcrigcao 3 total (STAT3) e fosforilado
(PSTAT3) e do supressor de sinalizagao de citocina 3 (SOCS-3) no
homogenato pulmonar. A expressao de p65 de NF-kB (A), STAT3
total (B), STAT3 fosforilada (C) e SOCS-3 (D) foram medidos por
Western Blotting em homogenato do pulm&o de animais sensibilizados
com OVA e controle que receberam salina e foram ou néo tratados
com PNUO0,5mg/kg. O gel é representativo dos média = erro (5-
8animais por grupo) da porcentagem relativa ao controle que foram
obtidos em uma experiéncia que foi repetidas por trés vezes e os
valores de p65NF-kB, STAT total e SOCS-3 foram normalizados pela
B-actina, enquanto STAt3 fosforilada foi normalizada pelo total.
Controle: Animais que receberam salina e foram tratados com veiculo;
OVA+Ve: animais sensibilizados com OVA e tratados com veiculo;
OVA+PNUO0,5: animais sensibilizados com OVA e tratados com PNU
na dose de 0,5mg/Kg. (#P<0,05).
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No presente estudo, avaliamos o papel do PNU-282987, um agonista
seletivo do a7nAChR, nas alteragdes pulmonares em modelo de inflamacao
alérgica cronica das vias aéreas de camundongos. Os nossos resultados
mostram que a ativacdo do a7nAChR pelo PNU-282987 reduz o infiltrado
eosinofilico e o remodelamento das vias aéreas, o que foi associado a reducao
do numero de células positivas para MMP-9 e TIMP-1. Além disso, a
estimulacédo do a7nAChR reduziu consistentemente os niveis de anticorpos IgE
e das citocinas de perfil Th2 como IL-4 e IL-13 e citocina IL-17, responsaveis
pela patogénese da asma. O efeito antiinflamatério do PNU-282987 neste
modelo se deve a reducao do fator de transcricdo NF-kB e da inibicado da
ativacao do transdutor de sinal e ativador de transcricdo STAT3 e do supressor

de citocina 3 (SOCS3).

O modelo de inflamagao alérgica crénica pulmonar em camundongos
utilizado no presente estudo ja foi previamente estudado por nosso grupo de
pesquisa '™ 17 e nossos resultados confirmam a eficacia deste modelo, onde
os animais sensibilizados com ovoalbumina apresentam aumento de anticorpos
anafilaticos IgE no sangue, a presenga de eosinodfilos nas vias aereas, no LBA
e no sangue periférico, edema peribrébnquico com remodelamento brénquico
caracterizados por aumento na area de musculo liso e de epitélio associado a
deposicao de fibras colagenas na parede da via aerea. Desta forma este

modelo se torna interessante para elucidacdo de novos mecanismos
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envolvidos na fisiopatologia da asma bronquica e também de novos alvos
terapéuticos.

No pulmao, o a7nAChR é expresso em células epiteliais bronquicas

155, 171, 172)

humanas e de camundongos ( , Células do musculo liso das vias

(178) 155, 179

aéreas , macréfagos alveolares e células dendriticas ). Além disso,

este receptor esta expresso em diversas células do sistema imune como

135, 136, 179)

linfocitos T e B e eosindfilos que podem ser recrutadas para o

pulmao frente a um estimulo.

Observamos no presente modelo que ha expressdo de a7nAChR no
pulméo tanto de animais sensibilizados quanto de animais controle. Embora
haja certa tendéncia de aumento dos niveis de a7nAChR em animais
sensibilizados com OVA, nao houve diferengca entre os dois grupos. Poucos
trabalhos avaliaram se ha modificacdo na expressao de a7nAChR em modelos
de asma ou em pacientes asmaticos. Neste sentido, Chen et al. (2008) ('8
mostraram que linfécitos T isolados do sangue de criangas asmaticas

apresentam maior expressao de a7nAChR em relacdo aqueles isolados de

criangas sem doenga alérgica.

Considerando que a ACh atua no pulm&o dependendo do receptor ao
qual se liga, podendo desempenhar um papel antiinflamatério ao atuar no
receptor nicotinico e pré-inflamatério ao interagir com o receptor muscarinico,
avaliamos a expressao do receptor muscarinico do tipo M3, que esta bastante
associado a uma atividade pro-inflamatéria em modelos de doenga pulmonar
(181.182) Esta analise teve como objetivo avaliar se neste modelo havia alguma

alteracao deste receptor induzidos pelo processo de sensibilizacao.
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O tratamento de pacientes asmaticos e DPOC com drogas
anticolinérgicas tem sido bastante evidenciado, e o efeito da ACh como
broncoconstritor e mediador pro-inflamatério é bastante reconhecido em
pacientes asmaticos e DPOC. Ohta et al. (2010) ®) ao administrar um
antagonista seletivo para o receptor muscarinico M3, reduziu significativamente
a producao de citocinas Th2 em animais sensibilizados com OVA. Em células
epiteliais de humanos, Kistemaker et al. (2012) ('®) mostraram que o tiotrépium

reverte a metaplasia de células produtoras de muco induzida por IL-13.

O uso de agonistas seletivos e ndo seletivos do a7nAChR tem sido
associada a supressao da resposta inflamatéria em diversos modelos de
inflamacgao sistémica (12 140: 156.157) 'No pulmao algumas evidéncias sugerem
que a estimulacdo do a7nAChR também reduz a inflamaggo (130 154 155, 187)
contudo a maioria dos trabalhos realizados utilizaram modelos de inflamacgao

pulmonar aguda induzido por sepse e pouco se sabe do seu efeito na asma.

O PNU-282987, até onde saibamos, nunca foi utizado em modelos
experimentais de asma. Desta forma inicialmente realizamos uma curva dose
resposta para o tratamento com PNU, tomando a reducdo de eosinodfilos e
células totais como parametro de eficacia do tratamento. A dose mais eficaz
para a reduc¢do da inflamagao pulmonar foi a de 0,5 mg/kg, e esta dose nao
alterou o numero de células do LBA dos animais controle expostos a solugao

salina, sugerindo que a dose ¢é segura.

A administracdo de PNU em animais sensibilizados reduziu o niumero de
neutréfilos, macrofagos, linfécitos e eosindfilos no LBA. Outro trabalho ja havia

mostrado em modelo de inflamagédo aguda o efeito do PNU em neutrdfilos e
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macréfagos '°®) entretanto ndo foram avaliados modelos alérgicos onde o
eosindfilo € uma das células mais importantes. A biologia do eosindfilo esta
bem concebida para causar inflamacao das vias aéreas, hiperresponsividade e

4% Os eosinodfilos s&o identificados como as

obstrucdo ao fluxo aéreo
principais células efetoras da asma, devido aos elevados numeros de
eosinofilos detectados nas vias aéreas e parénquima pulmonar de pacientes

asmaticos ©' '®° e por sua capacidade de secretar uma grande variedade de

citocinas pré-inflamatorias como IL-4, IL-5 e IL-13 (189),

O aumento dos eosindfilos recrutados para o pulméo pode depender do
aumento dos eosindfilos circulantes no sangue periférico. A ativagado de
a7nAChR com PNU-282987 inibiu consistentemente o recrutamento de
eosindfilos uma vez que estas células foi reduzida tanto no sangue periférico
quanto em vias respiratérias e no LBA. Poucos estudos avaliaram os efeitos da
modulagao de receptores nicotinicos em modelos de asma. Neste contexto,
Mishra et al. *®") mostraram que animais sensibilizados e tratados com nicotina,
que é um agonista inespecifico dos receptores nicotinicos, apresentaram uma
reducao na migracgao eosinofilica e linfocitica, bem como das citocinas de Th2 ,
quimiocinas, IL-4, IL-5, IL- 13 e IL-25, além da redugao de IgE. Blanchet et al.
(135, 162) também mostraram que um agonista ndo seletivo de receptores
nicotinicos atenuou o infiltrado de eosindfilos no pulmao e os niveis de IgE em
modelo experimental de asma e também em eosindfilos isolado de sangue
humano. Contudo os trabalhos acima citados utilizaram agonistas nicotinicos

nao seletivos, que tem pouco potencial terapéutico devido a toxicidade e a

outros efeitos indesejados da nicotina. Além disso, os resultados podem ter
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sofrido a influéncia de diversos receptores nicotinicos, sem, no entanto

esclarecer o papel especifico do a7nAChR nestas respostas.

Um estudo recente sugere que a asma alérgica desencadeada por
resposta Th2 pode ocorrer mesmo sem a participacdo do anticorpo IgE “.
Entretanto outros estudos relatam que IgE tem um papel central na indugao e

a 40 188): o de fato é considerada uma revelante

manutengao da resposta alérgic
molécula associada a patogénese das alergias ('®. Observamos que o PNU
reduziu os niveis de IgE nos animais sensibilizados, o que pode explicar o
importante efeito observado no recrutamento de eosindfilos. Interessante que o

tratamento foi administrado ap6s a segunda semana da sensibilizagdo quando

0s animais ja estdo sensibilizados. Estes dados corroboram resultados

5 (187 ¢ (135, 162)

encontrados por Mishr. ) e Blanche

As citocinas de perfil Th2 estdo na base da imunopatologia da asma

(39, 40)

alérgica e as citocinas IL-4 e IL-13 sao responsaveis por estimular a

producdo de IgE em linfocitos B “% %9 e estio envolvidas no recrutamento de
eosindfilos e na persisténcia da resposta inflamatoria % 62 190 191 g

tratamento com PNU nos animais sensibilizados reduziu tanto os niveis de IL-4

quanto IL-13 no pulméao.

Embora a asma seja considerada uma doenga alérgica de perfil
inflamatdrio classico Th2, algumas citocinas emergentes, dentre elas, IL-17
vem sendo estudadas para melhor compreensédo da fisiopatologia da asma.
Apesar dos trabalhos associarem aumento em IL-17 principalmente com asma

. g (72, 73) : (77)
grave onde ha aumento de neutrdfilos . Wakashin et al. sugerem que

Th17 pode colaborar com o aumento da inflamacéo eosinofilica mediada por
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citocinas Th2. Os animais que receberam tratamento com PNU apresentaram
niveis menores de IL-17, e embora ndo se saiba se esta resposta é causa ou
consequéncia dos efeitos do PNU em citocinas Th2, esse € o primeiro relato,
no nosso conhecimento, que tenha observado redugdo da citocina IL-17 por
meio da estimulagdo do a7nAChR em modelo experimental de asma.

Corroborando essa ideia, Jeremias et al. ("%

) observaram gque animais com
deficiéncia colinérgica, por redugdo do VAChT, apresentaram aumento de
células Th17 e de citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a apds inducdo da sepse,

sugerindo que a via colinérgica antiinflamatéria possa ter um efeito mediado

por Th17.

Detectamos que o pré-tratamento com MLA, um antagonista de receptor
a7nAChR, aboliu os efeitos antiinflamatérios do PNU, onde o grupo
OVA+MLA+PNUO,5 apresentou resposta inflamatdria semelhante aquela
observada no grupo OVA+Ve, demonstrando que os efeitos do PNU séao
dependentes da ativacdo de a7nAChR. Surpreendentemente, os efeitos do
PNU nos niveis de IL-17 nao foram abolidos pelo pré-tratamento com MLA,
sugerindo que talvez o PNU possa ter um efeito independente do a7nAChR no

controle de citocinas IL-17 ou ainda que esta redugao seja um efeito indireto.

A IL-10 é uma citocina regulatéria, entretanto sua diminuigcdo ou
aumento na asma ainda ndo é um consenso (%% 1% Embora diversos autores
tenham avaliado se a via colinérgica antiinflamatdria € dependente de IL-10,
poucos conseguiram comprovar este efeito ('®Y. No presente estudo nao

observamos efeito algum em IL-10, nem da sensibilizagdo com ovoalbumina
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nem do estimulo do receptor a7nAChR, o que corrobora dados anteriores do

nosso grupo '*? e de outros ("9,

O remodelamento pulmonar é uma caracteristica marcante na
patogénese da asma, que envolve diversas alteragdes estruturais nas vias
aéreas, incluindo espessamento da membrana basal e do epitélio, além de
alteracbes da matriz extracelular. Sua relacdo com a ativacdo do a7nAChR foi
pouco estudada. Neste sentido, Maouche et al. '®" descreveram que a7nAChR
controla a plasticidade do epitélio das vias respiratorias humanas por regulagéao

da proliferacéo e diferenciagao das células basais.

Observamos que o tratamento com PNU reduziu a area de edema
peribronquico ao redor das vias aéreas, uma caracteristica importante da
resposta inflamatdria. Além disso, houve reducdo da area da camada de
musculo liso e também da area do epitélio brénquico induzido pelo tratamento
com PNU. Ainda, notamos que o PNU reduziu a deposi¢ao de fibras colagenas
ao redor das vias aéreas, sem, no entanto afetar o conteudo das fibras
elasticas. Isto estd de acordo com os nossos resultados, j4 que os ciclos
repetitivos de inflamacao, cicatrizacédo e reparo, que culminam com o processo
de remodelamento brdénquico, também sao provocados por muitas células
inflamatdrias, estruturais e algumas citocinas, que foram neste estudo
atenuadas pelo tratamento com PNU.

Algumas evidéncias mostram que o eosindfilo desempenha um papel
crucial na patogénese do remodelamento brénquico “® %2 bem como as

citocinas IL-13, cujo a supressédo antes do desafio com o alérgeno (in vivo)

diminuiu o numero de células caliciformes e a deposi¢ao de fibras colagenas
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®0) A citocina 1L-17 também tem sido relacionada ao aumento da producdo de
proteinas da matriz extracelular e regulacdo da funcdo do musculo liso ©" 199,
Outro mecanismo importante que tem sido associado ao remodelamento é o
nivel de IgE. Sabe-se que a IL-4 estimula a produgao de IgE que por sua vez é
mediador do remodelamento bronquico uma vez que tem efeito na sintese de

a-actina no musculo liso e no colageno do tipo 3 196197,

A relacdo do conteudo das fibras elasticas na asma ainda é controverso.
Embora alguns autores tenham demonstrado sinais de elastélise na camada
superficial de bidpsias brénquicas de pacientes asmaticos de diversos graus de
intensidade %)) outros nd3o conseguiram  demonstrar  diferenca

estatisticamente significativa entre a quantidade de elastina de asmaticos e nédo

asmaticos (19,

As metaloproteinases (MMP’s) e seus inibidores teciduais (TIMPs), em
situagdes de desequilibrio contribuem para o dano tecidual e algumas das
caracteristicas do remodelamento observadas na asma ©". A MMP-9 & ainda
produzida por células inflamatérias, como macréfagos, neutréfilos e eosindfilos
(99.190) & tem relagdo com citocinas Th2 e também com Th17 %, No presente
estudo encontramos aumento dos niveis de MMP-9 e TIMP-1 nos animais
sensibilizados, revertidos apdés o tratamento com PNU. Embora MMP-9
represente um marcador da inflamacao e remodelamento das vias aéreas em

(101)

pacientes com asma grave e tenha sido encontrada em altas

concentracdes no plasma e no lavado brénquico, associado a uma resposta

diminuida do TIMP-1, em pacientes com exacerbagao aguda de asma e mal

(101, 102)

asmatico , nenhum trabalho foi realizado com ativagao especifica do

Tese de Doutorado Cldudia Jeane Claudino de Pontes Miranda



Discusséao 85

a7nAChR investigando o comportamento das MMP-9 e seus inibidores
teciduais TIMP-1 em modelo experimental de asma. Blanchet et al. (2007)"*®
demonstraram que Dimetilfenilpiperazina (agonistas nado selectivos de
receptores nicotinicos) reduz a funcao de eosinofilos in vitro e a liberagdo de

MMP-9.

Diversos mecanismos tém sido propostos para entender como a
ativacao do a7nAChR modula a reposta inflamatéria em diferentes modelos, e
uma hipoétese seria por inibicdo da translocacado do fator de transcrigdo NF-kB
(149 & também pela activacdo da via de JAK2/STAT3 (33 A via JAK2/STAT3
pode também regular negativamente a ligacdo de NF-kB ao DNA e/ou
aumentar a atividade do supressor de citocina 3 (SOCS3), que culmina com a
inibicdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias [para revisdo veja %]
Nosso grupo demonstrou que a deficiéncia colinérgica em animais knock down
para VAChT aumentou a ativagcdo de NF-kB e reduziu a via JAK-STAT-SOCS e
por isso induziu a inflamac&o pulmonar (%2, No entanto, as vias de sinalizagdo
intracelulares para ativacdo do a7nChR em modelo experimental de asma sao
pouco conhecidas.

A inibicdo do p-65-NF-kB esta envolvida na reducdo da producao de

citocinas (132 146)

. Observamos que os animais sensibilizados (OVA+Ve)
mostraram um aumento na expressdo do NF-kB total no pulmdo em
comparagao com o controle. O tratamento com PNU-282987 reduziu a
expressao de p-65-NF-kB. Isto por sua vez pode explicar os mecanismos

envolvidos nas respostas antiinflamatérias do tratamento com PNU no grupo

OVA sensibilizado. No pulm&o, a administragcdo de agonistas a7nAChR
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(nicotina, colina e PNU-282987), em modelo animal de lesdo pulmonar aguda
induzida por acido, reduziu a diferenciacdo de neutrdfilos e os niveis de
citocinas pro-inflamatérias no LBA e impediu a ativacdo do NF-kB em
macrofagos alveolares (1% Ainda corroborando os nossos resultados, outros
autores mostraram que a ativagao do a7nAChR reduziu a translocacao nuclear
do NF-kB e, consequentemente, a transcricdo de citocinas pro-inflamatorias
(139, 145 " Recentemente, em modelo experimental de asma, Tully et al.
(2013)?°Y demonstraram que a ativacdo do NF-kB ocorre no epitélio das vias
aéreas e pode contribuir para a inflamagao, hiperresponsividade e
remodelamento pulmonar. Em outro estudo similar, Poynter et al. (2004) %2
demonstraram, em animais sensibilizados com OVA, que a ativacdo do NF-kB
nas vias aéreas aumentou a resposta inflamatéria representada, neste modelo,
pelos aumentos dos niveis de IgE no sangue e das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13
no LBA. Entretanto este estudo, apesar de similar, difere do anterior por néo
apresentar resposta na hiperresponsividade das vias aéreas ?°®. Todos esses
trabalhos nos dao suporte para sugerir que os efeitos anti-inflamatérios do PNU
podem ter sido também devido a inibicdo do NF-kB. Embora n&o tenhamos
avaliado a fosforilagdo de NF-kB, sabe-se que a subunidade p-65 esta

relacionada a ativacdo desta via, uma vez que € necessaria para ativar a

transcrigdo génica de NF-kB junto com c-REL e RERb %3204,

Ha muito se debate sobre os papeis pré e antiinflamatérios do STAT3
que parecem ser altamente especificos de acordo com a célula estimulada.
Essa discrepancia nos efeitos de STAT3 pode ser explicada, pelo menos em

parte, pela indugcdo de distintos conjuntos de genes alvo por STAT3 em
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diferentes células "*". No presente estudo, os animais sensibilizados com OVA
apresentaram aumento na fosforilagdo de STAT3 no pulmao e o tratamento
com PNU-282987 inibiu esta ativagdo. Nossos resultados corroboram os dados
apresentados por Pefia et al. (2010)" onde a inibicdo da fosforilacdo de
STAT3 por stattic (inibidor da fosforilagdo de STAT3), conteve a resposta
inflamatdria e aumentou a sobrevida em modelo experimental de sepses. Estes
autores ainda sugeriram que a fosforilagdo de STATS3 regula a via NF-kB para
modular respostas imunes e inatas em resposta infecdo. Além disso,
Chatterjee et al. (2009) (9 utilizando linhagem de célula endotelial observaram
que ao administrar GTS-21 (agonista seletivo a-7), houve inibicdo da
fosforilagdo de STAT3 e supressido das alteragcdes mediadas por IL-6 nesta
linhagem.

Em modelo experimental de asma, Simeone et al. (2007) (1%

demonstraram que o nocaute condicional de STAT3 no epitélio das vias aéreas
diminuiu o recrutamento de eosinodfilos para as vias respiratorias, a liberacao de
citocinas Th2 no pulmdo em relagdo aos animais sem modificagdo genética.
Em conjunto, todos esses estudos formenta que neste modelo de asma a
reducao da fosforilacdo de STAT3 pelo tratamento com PNU-282987, possa ter
regulado negativamente o NF-KB e inibido a producdo de citocinas pro-

inflamatodrias.

Embora o supressor de sinalizagdo de citocina 3 (SOCS-3) seja melhor
compreendido como regulador negativo da via JAK-STAT (de Jonge et al;
2005)"*®, o0 mecanismo bioquimico desta regulacido mediada SOCS ainda n&o

esta totalmente elucidado. Além disso, vias inibitérias adicionais tém sido
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propostas para bloquear a fosforilagdo de STAT (Murray et al., 2007 ©%)). Por
outro lado, na asma, Seki et al. (2003)?°® demonstraram que os niveis de IgE,
citocinas Th2 e o infiltrado eosinofilico no LBA estavam aumentados em
animais com nocautes para SOCS3 em comparagdo com os selvagens. Estes
autores ainda sugerem que a expressao de SOCS3 em células T correlaciona-
se fortemente com a gravidade da asma. Observamos que os animais
sensibilizados e tratados com PNU apresentaram uma redugdo na expressao
de SOCS3 em relagado ao grupo OVA+Ve e ainda nao apresentaram diferenga
quando comparado ao controle. Assim, estes dados sugerem que apesar de
SOCS3 ser considerado um regulador negativo em algumas vias de sinalizagéo
(JAK/STAT), neste modelo, a reducédo da sua expressdao de SOCS3 no grupo

OVA+PNUO,5, foi associada a redug¢ao da inflamacéo.

E importante destacar, que estes dados diferem do que obtivemos em
animais com reducgao de VAChT, onde a reducgao da liberagao de ACh induziu
reducdo de JAK2, o que nao ativou STAT3 e SOCS3 (2. Entretanto cabe aqui
considerar que estes animais ndo tinham nenhuma doenca pulmonar e que as
vias STAT3 e SOCS3 podem atuar de forma diferente no controle da resposta

inflamatdria dependendo da fisiopatologia da doencga.

Os limites do nosso trabalho precisam ser pontuados. Nao avaliamos,
neste momento, o efeito da ativagdo a7nAChR na fungao pulmonar. Além disso
estudos com animais knockout para o a7nAChR poderiam reforcar a
participacdo especifica deste receptor nas alteragcdes obtidas. Por fim,
esclarecer os exatos mecanismos intracelulares envolvidos nas respostas

obtidas sera importante em futuros trabalhos.
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Conclusio a0

Em conclusdo, nossos dados mostram que o uso de um agonista
especifico do a7nAChR reduz a inflamagéo eosinofilica, os niveis de IgE e de
citocinas Th2 e IL-17 em modelo murino de asma. Ainda, o PNU-282987
reduziu o remodelamento das vias aéreas neste modelo e contribuiu com o
equilibrio de MMP-9 e TIMP-1. Os mecanismos envolvidos nos efeitos
antiinflamatorios da ativacdo do a7nAChR incluem reducédo do NF-kB, inibigao
da pSTAT3 e reducédo na liberagdo de SOCS3 no pulmao. Coletivamente
nossos dados sugerem que o receptor a7nAChR possa ser um novo alvo de

interesse terapéutico para o tratamento da asma.
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