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RESUMO 



 

 

Miranda CJCP. Efeito do tratamento com PNU-282987, agonista do receptor 
colinérgico nicotínico α7, na resposta inflamatória e de remodelamento brônquico 
em modelo experimental de asma [Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo; 2016.  

Introdução: A inflamação constitui um dos fatores mais importantes da 
fisiopatologia da asma brônquica, caracterizada por uma resposta eosinofílica com 
produção de citocinas de perfil Th2. A persistência desta inflamação induz no 
pulmão um processo de reparo associado à redução progressiva da função 
pulmonar, que nem sempre é revertida pelos tratamentos disponíveis. O sistema 
colinérgico anti-inflamatório é descrito como um mecanismo neural que suprime a 
resposta imune e controla a inflamação principalmente pelo efeito da acetilcolina 
em receptores nicotínicos do tipo α7 (α7nAChR) encontrados em células do sistema 
imune. A acetilcolina (ACh) exerce um importante efeito na asma e recentemente 
demonstramos que a redução parcial da liberação da acetilcolina induz per se a 
inflamação pulmonar. Embora se saiba que os receptores muscarínicos (mAChRs) 
exercem um efeito pró-inflamatório e broncoconstritor na asma, a ativação de 
receptores nicotínicos (nAChRs) poderia ter um efeito benéfico reduzindo a 
inflamação pulmonar, fato demonstrado em modelos de inflamação sistêmica e 
aguda. O efeito da ativação do α7nAChR na fisiopatologia da asma ainda não está 
claramente elucidado. Objetivo: Investigar o efeito do tratamento com PNU-282987 
(PNU), um agonista específico do α7nAChR, em um modelo murino de inflamação 
alérgica crônica das vias aéreas. Metodologia: Camundongos BALB/c foram 
submetidos ao protocolo de indução alérgica crônica das vias aéreas com 
ovoalbumina (OVA) ou salina intraperitoneal (i.p.) e posterior desafios inalatórios. A 
partir do 22° dia, os animais receberam diariamente tratamento com PNU ou 
veículo (Ve) até o 28° dia. Foram testadas três 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 α7nAChR, um grupo de animais foi tratado com MLA 
(antagonista do α7nAChR), previamente ao tratamento com PNU. No 29° dia do 
protocolo, os animais foram eutanasiados e foram avaliados o número de células 
inflamatórias no lavado broncoalveolar (LBA) e no sangue, os níveis de citocinas no 
LBA, a expressão do α7nAChR e mAchRs do tipo 3 (M3) e a ativação do fator de 
transcrição nuclear ᴋB (NF-ᴋB) no pulmão. O remodelamento brônquico foi avaliado 
por morfometria. As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa 
SigmaStat (Jandel Scientific, San Rafael, CA), onde um P<0,05 foi considerado 
estatisticamente significativo. Resultados: Houve expressão do α7nAChR e M3 no 
homogenato de pulmão de animais controle e sensibilizados. Determinamos por 
meio da redução de eosinófilos que a dose de 0,5 mg/Kg do tratamento com PNU 
foi a mais efetiva. Assim, observamos que o tratamento com PNU0,5 nos animais 
sensibilizados reduziu o número de células totais, eosinófilos, neutrófilos, 
macrófagos e linfócitos no LBA, assim como número de eosinófilos no sangue 
periférico e ao redor das vias aéreas. O tratamento com PNU reduziu os níveis 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 brônquico (área de edema, de 
epitélio e de músculo liso e deposição de fibras colágenas) assim como o número 
de células positivas para MMP-9 e TIMP-1 ao redor das vias aéreas. No pulmão a 
expressão do p-65-NF-kB, STAT3 fosforilado e o SOCS3 foram inibidas pelo PNU. 
Conclusão: Estes dados claramente demonstram que o α7nAChR está envolvido 
no controle da resposta inflamatória pulmonar alérgica e de remodelamento 
brônquico em modelo experimental de asma alérgica e portanto é um novo alvo 
com potencial terapêutico a ser explorado na fisiopatologia da asma brônquica.  
Descritores: Asma, receptor nicotínico de acetilcolina alpha7; modelos animais; 
camundongos; PNU-282987; receptores colinérgicos. 



 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

 

Miranda CJCP. Effects of PNU-282987 treatment, an agonist of α7 nicotinic 
receptor, in inflammatory response and airway remodeling in an experimental model 
of asthma [Thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 
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 α7 nicotinic 
receptors (α7nAChR) 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 α7nAChR activation in the pathophysiology of 
asthma have not been clearly elucidated. Aim: To investigate the effects of PNU-
282987 (PNU) treatment, a specific α7nAChR 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 22th day, the animals daily 
received PNU or vehicle (Ve) until the 28th 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 α7nAChR, a group of animals was treated with 
MLA (antagonist of α7nAChR) prior to the PNU treatment. On the 29th 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 α7nAChR and mAChRs type 3 (M3), and activation of nuclear 
transcription factor ᴋB (NF-ᴋB) 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: α7nAChR 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 PNU0,5 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 α7nAChR 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 Brônquica 

 

1.1.1 Definição 

 

A asma brônquica é uma doença pulmonar que acompanha o individuo 

ao longo de sua vida com alguns períodos de remissão. Apesar de ser 

considerada uma condição heterogênea que reverte espontaneamente ou com 

tratamento, a asma deve estar sob constante supervisão já que quando mal 

controlada pode deflagrar graves limites a qualidade de vida do individuo e ser 

algumas vezes fatal (1).  

As doenças para serem consideradas como tal costumam seguir um 

padrão no que tange a sua apresentação clínica, mudanças estruturais e 

funcionais do órgão acometido. Desta forma, a apresentação clínica da asma 

vem sendo reconhecida pelos sintomas respiratórios (2), redução da função 

pulmonar (3), inflamação persistente das vias aéreas e mudanças na 

histoarquitetura do pulmão mais conhecido como remodelamento brônquico (4, 

5). Além dessas apresentações clínicas tradicionais a asma atualmente é 

considerada uma síndrome, ou ao menos uma doença com diversos fenótipos 

(6, 7), que incluem a asma alérgica, grave ou resistente a esteróide (8), asma 

induzida por poluentes ambientais (9), exercícios físicos (10), obesidade (11), 

infecções virais (12) e fumaça do cigarro (13). 

A identificação dos fenótipos da asma permite uma melhor compreensão 

de sua patologia, da resposta terapêutica e prognóstico (7). Por exemplo, tem 



Introdução  
  
 

 
Tese de Doutorado                 Cláudia Jeane Claudino de Pontes Miranda 

3 

sido mostrado que o tratamento inalatório com glicorticóides, em pacientes com 

inflamação eosinofílica das vias aéreas, resulta em uma melhor resposta a 

curto prazo em comparação com os pacientes sem inflamação eosinofílica (14). 

A síndrome da asma é caracterizada pela obstrução das vias aéreas, 

hiperresponsividade e inflamação crônica, entretanto correlações destas 

características clássicas com os sintomas são muitas vezes fracas ou até 

mesmo ausentes (15, 16). Contudo, desde as primeiras diretrizes para o manejo 

da asma (17), o objetivo do tratamento tem sido reduzir os sintomas, melhorar a 

função pulmonar e prevenir exarcebações. Até os dias atuais não há evidência 

concreta de que a monitorização da asma baseada no controle de 

biomarcadores da inflamação das vias aéreas e/ou nas medidas da função 

pulmonar são superiores ao manejo da asma fundamentada exclusivamente no 

controle dos sintomas. Em alguns casos particulares, avaliar as características 

fenotípicas individuais podem trazer melhores resultados para o tratamento (18, 

19). 

Definir a asma tem sido complexo e controverso, uma vez que a asma é 

mais reconhecida na atualidade como uma síndrome clínica ao invés de uma 

única doença. Além disso, a asma possui etiologia multifatorial e muitas de 

suas características patológicas frequentemente descritas não são específicas 

da asma (20). Assim a definição mais comumente adotada para asma elaborada 

pela Global Initiave for Asthma (21) leva em consideração suas características 

clínicas e fisiopatológicas, como se segue: 
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A asma é uma doença heterogênea, geralmente caracterizada 
por uma inflamação crônica das vias aéreas. É definida pela 
história de sintomas respiratórios, tais como sibilos, falta de ar, 
aperto no peito e tosse, que variam ao longo do tempo e em 
intensidade, juntamente com limitação do fluxo aéreo 
expiratório variável.  

  

O diagnóstico da asma se baseia na identificação dos padrões 

característicos dos sintomas respiratórios como dispneia e chiado, estes 

sintomas podem variar conforme a idade, intensidade e periodicidade sendo 

mais frequente à noite (21). Assim que os primeiros sintomas respiratórios forem 

identificados, provas adicionais de apoio diagnóstico como a espirometria 

devem ser documentadas (22).  

Ao longo dos anos, colaboradores da comunidade científica vêm 

aprofundando os estudos sobre asma com o objetivo de elaborar tratamentos 

de amplo espectro que englobam desde estratégias medicamentosas que 

diminuam risco futuro de exarcebações (23, 24) e minimizem o declíneo da 

função pulmonar (25) até o controle dos sintomas (26). Terapias não 

farmacológicas elaboradas em programas de conscientização onde o individuo 

asmático automonitora seus sintomas e estabelece uma parceria com o 

cuidador de saúde vem sendo adotadas com sucesso (27). Além disso, tem sido 

demonstrado com sucesso o benefício do exercício físico aeróbico e orientado 

para o tratamento não farmacológico dos pacientes asmáticos (28, 29). 

Apesar do uso de diversas estratégias terapêuticas, tanto farmacológica 

como não medicamentosa, a taxa de controle da asma é aquém do esperado 

em populações adultas (30), particularmente em alguns fenótipos. Além disso, 

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

que justifica a busca por alternativas ou novos alvos terapêuticos.  

   

1.1.2 Epidemiologia 

 

Estima-se que aproximadamente 300 milhões de indivíduos são 

afetados pela asma no mundo (21), destes a maioria é constituída por crianças 

(31) (Figura 1). A Organização Mundial de Saúde contabiliza 250 mil mortes de 

pessoas com asma por ano em todo mundo e projeta um crescimento de mais 

de 100 milhões de indivíduos com asma já para a próxima década (32). Embora 

a prevalência varie de acordo com a região e/ou país, a maioria dos indivíduos 

com asma vivem em países em desenvolvimento (21, 33). 

Isto talvez possa ser explicado pela hipótese da “Teoria da Higiene” 

onde postula-se que a falta de desafios microbianos no início da vida, o que 

ocorre em estilos de vida moderno, aumenta a probabilidade de crianças 

atópicas desenvolverem respostas Th2, frente a uma variedade de estímulos 

do ambiente, justificando assim o aumento da prevalência da asma em grandes 

centros urbanos (34). Esse aumento da prevalência é preocupante, devido ao 

fato que as terapias atuais disponíveis não são eficazes em controlar alguns 

quadros mais graves do espectro da doença.  

No Brasil, segundo Pesquisa Nacional de Saúde (PNS) do Ministério da 

Saúde e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), a asma atinge 

6,4 milhões de brasileiros acima de 18 anos (Figura 2). Destes 3,9 milhões são 
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do sexo feminimo e 2,4 milhões do sexo masculino, ou seja, prevalência de 

39% a mais entre as mulheres (32). 

 

 

Figura 1 - Mapa do mundo de prevalência da asma infantil (21) 

  

 

Figura 2 -  Percentagem de indivíduos asmáticos por região acima de 18 anos no 
Brasil (32) 
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A asma onera os cofres públicos brasileiros, sendo responsável por um 

número representativo de internações hospitalares. Somente no ano de 2014, 

entre os períodos de janeiro a novembro, foram realizadas, segundo dados do 

Sistema de Informações Hospitalares (SIH), 105,5 mil internações por asma 

originando um custo de 57,2 milhões para a rede pública do país (32). Contudo, 

avaliando dados dos anos anteriores, observamos queda no número de 

internações no Brasil na ordem de 51%, entre os anos 2000 e 2010, que 

apresentava em média 397.333 internações comparadas a 192.601, 

respectivamente. Os fatores responsáveis para esta redução parece estar 

relacionados a implementação de programas para o tratamento da asma como 

a oferta de medicação gratuita aos pacientes pelo SUS (35). 

Atualmente não há cura para asma e apesar dos esforços em conjunto 

na busca pela melhor estratagéria de tratamento sua morbidade ainda é 

elevada (36), com consequências dramáticas na qualidade de vida, perda da 

produtividade no local de trabalho e absenteísmo escolar. Em um cenário mais 

grave, embora incomum, o individuo asmático pode culminar para o óbito em 

casos de asma fatal onde geralmente o paciente apresentava sintomas graves 

recorrentes, declínio da função pulmonar, admissões frequentes nos hospitais, 

uso inadivertido da medicação e subestimação da gravidade da doença (37). 
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1.1.3 Fisiopatogenia da Asma 

 

Embora existam diversos fenótipos para asma, a forma alérgica é a que 

tem recebido maior atenção por parte dos pesquisadores nos últimos anos. O 

processo de sensibilização é a primeira etapa para o desenvolvimento do 

quadro da asma alérgica. Inicialmente alérgenos inalados são captados e 

processados por células apresentadoras de antígenos, como as células 

dentríticas, que estão presentes na mucosa brônquica. Estas células são 

capazes de reconhecer, processar o antígeno e apresentar seus fragmentos 

peptídios ligados à molécula do complexo principal de histocompatibilidade 

classe II (MHCII) aos linfócitos T CD4+ (6, 38). 

 Os linfócitos T CD4+, em indivíduos com predisposição genética, se 

diferenciam em linfócitos Th2 que produzem citocinas nos pulmões dos 

pacientes asmáticos, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (39). As citocinas produzidas 

pelos linfócitos T fazem com que estas células estimulem a produção da 

imunoglobulina E (3) por linfócitos B (fase de sensibilização alérgica), além de 

estimular a proliferação de mastócitos, ativação e aumento da sobrevida de 

eosinófilos. De fato a IgE é uma das principais moléculas associadas a 

patogênese das alergias, tendo um papel central na indução e manutenção da 

inflamação alérgica (40). Além disso, estudos epidemiológicos e observações 

clínicas apontam uma importante correlação entre os níveis de IgE e a 

gravidade da asma (41). Após a fase de sensibilização do indivíduo e frente a 

novas exposições aos antígenos, a IgE liga-se aos receptores de alta afinidade 
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expressos em mastócitos e basófilos (42), o que induz a desgranulação 

mastocitária e consequente liberação de mediadores pró-inflamatórios. 

Dullaers et al. (2012) (40) descreveram o papel central do anticorpo IgE 

na indução e manutenção da inflamação alérgica (Figura 3). Entretanto, outro 

estudo sugere que a asma alérgica desencadeada por resposta Th2 pode 

ocorrer mesmo sem a participação do anticorpo IgE (43).  
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Figura 3 -  Papel central da IgE em doenças respiratórias alérgicas. As células 
dentríticas capturam os antígenos inalados o que estimula a 
diferenciação de linfócitos Th2. Além do recrutamento de eosinófilos, os 
linfócitos Th2, via liberação de citocinas IL-4 e IL-13, estimulam a 
produção de IgE pelos linfócitos B. A IgE produzida na mucosa se liga 
aos receptores de alta afinidade (FceRI) e baixa afinidade (FceRII) em 
células presentes na mucosa das vias aéreas. A ativação dos receptores 
de alta afinidade em mastócitos e basófilos leva à desgranulação destas 
células, seguidas da síntese de mediadores e citocinas inflamatórias, que 
causam os sintomas da hipersensibilidade imediata, tais como 
extravasamento do plasma e contração do músculo liso. A produção de 
mediadores e citocinas pró-inflamatórias (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, e TNF-α) 
inicia a resposta da fase tardia com ativação e recrutamento das células 
inflamatórias tais como monócitos e eosinófilos. IL-4 e IL-13 ainda 
causam hiperplasia das células caliciformes e produção do excesso de 
muco. O aumento dos níveis locais de IgE induz a expressão dos FceRI 
em células dentríticas e estabiliza a FceRII em células B. Isto permite que 
ambos os tipos de células propiciem o ambiente favorável a resposta Th2 
(40) 
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Herxheimer et al. (1952) (44) descreveram as duas fases distintas da 

resposta asmática após inalação do alérgeno. Na primeira fase, chamada de 

imediata (early phase response), ocorre contração do músculo liso, edema de 

mucosa, produção de muco e aumento da permeabilidade vascular que podem 

se estender por até 3hs após o contato com o alérgeno. Após esta fase, pode 

ocorrer uma resposta mais tardia (late phase response), que se inicia de 3 à 

6hs após a exposição ao alergeno e com a chegada de leucócitos recrutados 

(neutrófilos, eosinófilos, basófilos, linfócitos e monócitos). De maneira geral a 

fase imediata é caracterizada pela hiperresponsividade brônquico, enquanto a 

fase tardia é marcada principalmente pelo grande influxo de eosinófilos para as 

vias aéreas e liberação de mediadores pró-inflamatórios (38). Desta forma, 

diversas células tais como células epiteliais, células dentríticas, macrófagos, 

neutrófilos, eosinófilos e linfócitos T e B, contribuem de maneira efetiva para 

fisiopatogenêse da asma, sendo os mastócitos, linfócitos Th2 e os eosinófilos 

as células mais importantes (45).  

Os eosinófilos são células características da inflamação alérgica. A 

função biológica do eosinófilo na asma é bastante reconhecida e está 

associada a inflamação das vias aéreas, hiperresponsividade brônquica e 

obstrução ao fluxo aéreo (45), o que ocorre tanto em pacientes asmáticos como 

em modelos experimentais de asma. Durante as respostas alérgicas de perfil 

Th2, os eosinófilos são recrutados a partir da medula óssea e do sangue 

periférico para os locais da inflamação (46). 

O papel pró-inflamatório do eosinófilo na asma está relacionado a 

produção 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) (47). A relação dos eosinófilos com a 

hiperresponsividade brônquica (48, 49), possivelmente ocorre devido a produção 

de IL-13, de cisteinil leucotrienos e a liberação da proteína básica principal e a 

proteína catiônica eosinofílica pelos seus grânulos, as quais causam dano ao 

epitélio e perpetuam a inflamação das vias aéreas. Além disso, os eosinófilos 

contribuem para ativação e proliferação de células T em tecido humano e 

também em modelo experimental de asma (50).  

Nos últimos anos tornou-se cada vez mais evidente o fato de que alguns 

asmáticos apresentam importante inflamação neutrofílica. Atualmente não está 

claro se a asma neutrofílica representa uma forma única de asma ou se é um 

estágio diferente de gravidade (51), especialmente se considerarmos que o 

tratamento clássico com glucorticóides poderia prolongar a sobrevivência dos 

neutrófilos (52). 

Na busca de encontrar terapias mais eficazes e compreender melhor a 

patogênese da asma, modelos experimentais de asma vêm sendo utilizados 

com frequência pelos pesquisadores (53, 54). Os primeiros modelos 

experimentais de asma foram desenvolvidos por volta do início dos anos 90. O 

estudo em modelos murinos, que mimetizam algumas características da asma 

humana, é excelente por tornar possível a avaliação dos processos de 

sensibilização à alérgenos, corroborar na compreensão da fisiopatogênese da 

asma e testar novas opções de tratamento (53, 54), 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 (55), bem como 1/3 das hospitalizações (56). Alguns estudos mostraram 

que os sintomas podem ser reduzidos por ação do β2-agonista (57), corticoide 

inalatório de manutenção/formeterol (1) e anti-interleucina IL-5 (58).  

Embora os tratamentos atuais sejam capazes de controlar os sintomas e 

melhorar a função pulmonar na maioria dos pacientes com quadro agudo, 

muitas vezes exacerbações graves ocorrem e podem contribuir 

significativamente para morbidade e mortalidade. Nestes casos, o que costuma 

ocorrer na prática clínica é intensificar o tratamento, o que aumenta o risco de 

efeitos adversos tendo impacto dramático sob a qualidade de vida do indivíduo 

asmático além do ônus ao erário público. 

 

1.1.3.1 Citocinas Inflamatórias na Asma 

As citocinas modulam inúmeras atividades funcionais das células e dos 

tecidos, têm a capacidade de mediar interações diretas das células e de atuar 

como fator de sobrevivência celular, prevenindo apoptose. O equilíbrio entre a 

síntese e liberação das citocinas é um componente essencial do sistema imune 

inato, uma vez que produzidas em excesso, as citocinas, podem gerar uma 

inflamação sistêmica generalizada. Podem ser produzidas por diversos tipos de 

células inflamatórias, tais como linfócitos T e eosinófilos, e estruturais, incluindo 

células endoteliais, epiteliais e fibroblastos (59). Compreender a ação das 

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

exarcebações e o curso natural da doença. 

As citocinas comumente relacionadas a fisiopatogenêse da asma são 

sintetizadas pelas células de perfil Th2, tais como: IL-4, IL-5, IL-13 (39, 40). 

Citamos as principais funções destas citocinas para o processo inflamatório 

alérgico: IL-4 promove a troca de isotipo e produção de IgE nos linfócitos B (60), 

IL-5 é responsável pela maturação, ativação e sobrevivência do eosinófilos (61) 

e IL-13 induz a produção de muco pela diferenciação e hiperplasia das células 

epiteliais secretoras especializadas, inflamação da vias aéreas  e 

hiperresponsividade (45, 62, 63).  

Estudos utilizando murinos deficientes de IL-4 mostraram que o 

desenvolvimento da inflamação alérgica induzida pelo antígeno foi 

significativamente reduzida nos animais com deficiência de IL-4 em 

comparação com o murino do tipo selvagem (64). Em outro estudo, agora com 

ensaio clínico do receptor solúvel de IL-4 (IL-4R) que neutraliza IL-4, mostrou  

melhora terapêutica para asma moderadamente grave (65). 

A citocina IL-13 possui um papel central na resposta alérgica por meio 

de suas ações sobre o epitélio e células musculares lisas. A importância de IL-

13 foi evidenciada em um desafio com antigênico praticado em murinos 

deficientes de IL-13, tais animais falharam em produzir hiperresponsividade e 

muco, mesma na presença continuada de IL-4, IL-5 e inflamação das vias 

aéreas (63). Apesar da inegável importância das células Th2 para perpetuação 

da cascata inflamatória na asma, atualmente sabemos que respostas alérgicas 
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podem ser induzidas na ausência de células T ou B, sugerindo a importância 

de outros tipos de células.  

Recentemente, tem se destacado a relevância das células linfoides 

inatas (ILCLs) e sua respectiva subpopulação ILC2 para a imunorregulação das 

citocinas em doenças alérgicas (66). Por sua vez, as células linfóides inatas 

(ILC2) podem representar a ligação procurada entre a estimulação da célula 

epitelial e o início da resposta Th2 (67, 68). Estas células foram descobertas em 

humanos e camundongos de maneira independente por diversos grupos. As 

ILC2 são grandes produtoras de IL-5 e IL-13 em respostas a ativação das 

células epiteliais (69). Naturalmente tanto as células Th2 quanto as ILCs, por 

meio da produção das citocinas, são potencialmente importantes para a 

manutenção das respostas alérgicas (Figura 4) (70). 
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Figura 4 -  Descrição geral das funções das citocinas Th2 na patogênese da 
asma. Observamos uma considerável sobreposição de funções entre as 
células Th2 e as células linfóides inatas tipo 2 (ILC2). Os linfócitos Th2 
compartilham o fator de transcrição GATA3 como as ILC2, este fator de 
transcrição é conhecido como mestre para os linfócitos T CD4 + Th2, 
onde se controla a produção das citocinas de perfil Th2: IL-4, IL-5 e IL-
13. O fator de transcrição GATA3 dirige a expressão de citocinas Th2 em 
ambos os tipos de células. Ambas as células também possuem função 
em conjunto para os efeitos dirigidos por leucotrienos, proteína básica 
principal (MBP) e proteína catiônica eosinofílica (ECP), os quais são 
importantes mediadores liberados pelos eosinófilos. De modo geral as 
citocinas liberadas pelos linfócitos Th2 e ILC2 participam de modo 
semelhante das características importantes na patogênese da asma (70)
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Outras citocinas que podemos ressaltar são as pró-inflamatórias [IL-1, 

IL-6, IL-11 e fator de necrose tumoral (TNF-)], citocinas antiinflamatórias (IL-

10, IFN-, IL-12 e IL-18), fatores de crescimento [fator de crescimento derivado 

de plaquetas (PDGF)], TGF-, fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e 

fator de crescimento epidérmico (EGF)] e citocinas quimiotáticas ou 

quimiocinas (RANTES, Eotaxina e IL-8) (59). A Tabela 1 resume as principais 

citocinas envolvidas na asma e suas respectivas funções. 

 

Tabela 1 - Principais citocinas envolvidas na fisiopatogenia da asma (59) 
 

Citocina Atividade biológica 

IFN- Citocina mais importante na imunidade mediada por células; 
controla o equilíbrio Th1/Th2; inibibe a resposta alergica 

IL-10 Antiinflamatória 

IL-13 Produção de IgE, inflamação, hipersecreção de muco e 
eosinofilia 

IL-4 Regulação do crescimento, diferenciação, ativação e função 
de células B 

IL-5 Eosinofilia e regulação de eosinófilos 

TGF-β Remodelamento; citocina pró-fibrótica; quimiotática para 
muitas células inflamatórias 

 

As células de perfil Th2 e sua citocinas orquestram as principais 

características patognomônicas da asma. Todavia células Th17 (uma 

população de células TCD4+ que secretam IL-17A, IL-17F e IL-22), estão 

envolvidas principalmente na asma grave onde o acúmulo de neutrófilos nas 

vias aéreas é característico (71-73). Além disso, foi demonstrado que a IL-17 é 
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expressa nas vias aéreas de pacientes com asma (74) e que sua expressão está 

correlacionada com a gravidade da asma (75). 

Embora as células Th17 estejam envolvidas na inflamação neutrófilica 

das vias aéreas, Hellings et al. (2003) (72) demonstraram que camundongos 

deficientes de IL-17 submetidos ao protocolo de asma exibem redução não 

apenas de neutrófilos, mas também de eosinófilos. É importante ressaltar que a 

citocina IL-23 é necessária para a ação patogênica das células Th17 (76). Além 

disso, o eixo IL-23-Th17 desempenha um papel crucial no desenvolvimento de 

doenças inflamatórias e está envolvido na regulação da inflamação alérgica, e 

também pode colaborar com o recrutamento eosinofílico, atuando mesmo onde 

células Th2 desempenham papel principal (77, 78).  

 

1.1.3.2 Remodelamento Brônquico 

A persistência do processo inflamatório ao longo do tempo e o 

desencadeamento de respostas tardias na asma podem culminar para um 

processo de reparo crônico de natureza progressiva, conhecido como 

remodelamento pulmonar (79). Usamos o termo remodelamento quando nos 

referimos às mudanças na composição, quantidade e organização dos 

componentes celulares e moleculares da parede das vias aéreas na asma (80). 

Essas mudanças estruturais nas vias aéreas, segundo Vignola et al. (2003) (81) 

e James e Wenzel (2007) (37), são 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 

deposição das fibras colágenas, tenascina e fibronectina, os quais são 

ativados pelos miofibroblastos e cursam para o processo de fibrose 

subepitelial; 

-  Vasos sanguíneos: Em indivíduos asmáticos é obervada uma mudança 

no aumento da vascularidade, vasodilatação e insuficiência vascular, 

bem como um aumento do número e tamanho dos vasos brônquico; 

-  Matriz extracelular: Composto por fibras do sistema colágeno, fibras do 

sistema elástico, fibronectina, proteoglicanos e as substâncias que 

compõem as membranas basais epiteliais e endoteliais. As alterações 

mais comumente observadas na matrix extracelular são a quantidade 

anormal das fibras elásticas, fibras colágenas e proteínas.  

-  Músculo liso: Ocorre hiperplasia da camada muscular e hipertrofia das 

fibras e células musculares lisas, contribuindo para o espessamento do 

músculo liso o que pode acarretar o aumento da matriz extracelular 

dentro das camadas do músculo liso. 

A importância de todas as alterações supracitadas é dimensionada pela 

expressão clínica que o remodelamento pode exercer na asma, sendo a 

hiperresponsividade da via aérea e a obstrução ao fluxo aéreo considerado o 

curso final das alterações estruturais da parede das vias aéreas (37, 82). 

Contudo, a relação do espessamento da parede da via aérea e a reatividade 

brônquica ainda não é consenso e alguns dados são conflitantes e poucos 

consistentes. Niimi et al. (2003) (83) demonstraram que o espessamento da 

parede das vias aéreas atenua a reatividade brônquica em pacientes com 
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asma, sugerindo que o processo de reparo seria protetor ao pulmão. Ainda, 

Nakano et al. (2002) (84) acredita que o aumento da espessura da parede das 

vias aéreas, não está normalmente associado ao estreitamento do lúmen na 

asma. Por outro lado, Little et al. (2002) (85) encontraram correlação direta da 

reatividade brônquica com o espessamento das vias aéreas.  

Quanto a distensibilidade das vias aéreas sua redução tem sido 

relacionada à espessura da fibrose subepitelial (86), ao aumento do número de 

fibroblastos e a deposição de fibras colágenas (87).  

Os ciclos repetivos de inflamação, cicatrização e reparo envolvem 

diversas células inflamatórias, células estruturais e também diversas citocinas e 

fatores de transcrição. Biopsias brônquicas de pacientes com vias aéreas 

remodeladas apresentaram aumento ns níveis de citocinas de perfil Th2 e de 

GATA-3 (88). Corroborando estes dados, animais transgênicos com aumento da 

expressão de GATA-3, o que favorece desenvolvimento da resposta de perfil 

Th2, mostraram aumento da fibrose subepitelial e da hiperplasia do músculo 

liso associado ao aumento de eosinófilos no pulmão (89). A supressão da 

citocina IL-13 antes do desafio com alérgeno em modelo murino de inflamação 

de vias aéreas diminuiu o número de células caliciformes e a deposição de 

fibras colágenas nas vias aéreas (90). As citocinas de perfil Th17 também têm 

sido relacionadas ao aumento da produção de proteínas da matriz extracelular 

e da regulação da função do músculo liso (91). 

È importante ressaltar o papel do eosinófilo no processo de 

remodelamento brônquico, visto que este pode proporcionar uma ampla 

variedade de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas (46, 92, 93). 
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Corraborando com esse fato e sabendo que IL-5 é responsável pela 

maturação, ativação e sobrevivência dos eosinófilos (61), Flood-Page et al. 

(2003) (93) obervaram uma melhoria no remodelamento das vias aéreas em 

pacientes asmáticos tratados com anti-IL-5.  

As células musculares lisas têm sido destacadas como importante na 

modulação da resposta inflamatória da asma. Estas podem participar da 

resposta inflamatória crônica das vias aéreas por interação com citocinas Th1 e 

Th2 para modular a atividade quimiotática para eosinófilos, linfócitos T 

ativados, monócitos e macrófagos, além de terem o potencial de alterar o 

ambiente da matriz extracelular e orquestrar eventos-chave no processo de 

remodelamento crônico das vias aéreas (94). 

Alterações estruturais em vias aéreas de asmáticos já foram 

caracterizadas há décadas no tecido pulmonar, obtidos por meio de autópsia 

de pacientes que foram a óbito por asma (95). No remodelamento pulmonar que 

ocorre na asma grave ou fatal há espessamento do músculo liso da parede da 

via aérea com hipertrofia e hiperplasia de fibroblastos (96), espessamento da 

membrana basal subepitelial brônquica (97) e proliferação de células do epitélio 

brônquico (98). Em conjunto, todos estes dados sugerem que o remodelamento 

brônquico pode ser um fator de gravidade da asma. 

O processo de remodelamento é controlado pelo equilíbrio dos fatores 

pró e anti-fibróticos. Dentre estes fatores se destacam as metaloproteinases de 

matriz (MMP´s) e seus inibidores teciduais (TIMP´s), que podem ter sua 

relação alterada na asma. O desequilíbrio de fatores proteolíticos-

antiproteolíticos e a secreção inapropriada de várias MMPs por células 
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inflamatórias ou estruturais fazem parte da fisiopatologia de diversas doenças 

pulmonares, inclusive da asma.  

As metaloproteinases de matriz são enzimas proteolíticas que são 

capazes de degradar os componentes da matriz extracelular (MEC), e, assim, 

desempenhar um papel na migração celular e remodelação dos tecidos. Além 

disso, elas podem ativar citocinas e quimiocinas, influenciando assim o 

recrutamento e a função de células inflamatórias. Já as TIMPs são inibidores 

naturais de MMPs, que podem inibir a ligação ao sítio catalítico das MMPs. O 

desequilíbrio de MMPs e seus inibidores contribuem para o dano tecidual e 

algumas das características do remodelamento observadas na asma (81).  

A MMP-9 é ativada em todos os processos de remodelamento e reparo, 

e também em condições inflamatórias. É ainda produzida por células 

inflamatórias, como macrófagos, neutrófilos e eosinófilos. A célula mais 

comumente associada ao aumento da atividade da MMP-9 na via aérea de 

pacientes com asma é o neutrófilo (99). 

Os níveis de MMP-9 foram encontrados elevados no escarro de 

asmáticos desafiados com alérgenos, quando comparados aos seus controles 

e uma correlação positiva com o número de eosinófilos foi encontrada. Por 

outro lado, os níveis de TIMP-1 não variaram significativamente (100). Além 

disso, a MMP-9 foi encontrada em altas concentrações no plasma e no lavado 

brônquico, associado a uma resposta diminuída do TIMP-1, em pacientes com 

exacerbação aguda de asma e mal asmático (101, 102). Por isso, a MMP-9 tem 

sido associada como um marcador da inflamação e do remodelamento das vias 

aéreas em pacientes com asma grave (101).  
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Os estudos em modelos animais são similares aos achados encontrados 

em indivíduos asmáticos no que se refere à importância da MMP-9 no 

remodelamento pulmonar da asma. A instilação intranasal de IL-17 em animais, 

conhecida por promover o recrutamento de neutrófilos, induz a liberação de 

MMP-9 no fluído do lavado broncoalveolar (99). Em outro modelo animal com 

deficiência de MMP-9 houve redução do infiltrado de células inflamatórias nas 

vias aéreas e no fluido do lavado broncoalveolar (100). 

Ainda não existe consenso a respeito da seqüência precisa de eventos 

que ocorrem no processo de remodelamento. Existe controvérsia sobre se os 

mecanismos inflamatórios levam ao remodelamento das vias aéreas ou se uma 

alteração intrínseca na parede brônquica é que induz a inflamação crônica (5). 

O mesmo ocorre em relação à obstrução das vias aéreas e a 

hiperresponsividade, onde não se sabe se os componentes do remodelamento 

são prejudiciais, ou se representam uma resposta protetora à broncoconstrição. 

Alguns autores referem que sem o remodelamento o paciente seria ainda mais 

acometido pelos sintomas e teria a função pulmonar mais prejudicada (37). 

Elucidar os mecanismos envolvidos no remodelamento, incluindo a função das 

células estruturais na asma pode abrir novos horizontes para intervenções 

terapêuticas mais efetivas (79). 
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1.2  Sistema colinérgico anti-inflamatório, receptores muscarínicos e 

nicotínicos 

 

A causa base da inflamação e seus efeitos na saúde humana é motivo 

de incessantes pesquisas, que nos trás uma compreensão mais arraigada do 

processo inflamatório e principalmente de como ele está associado a muitas 

doenças debilitantes como diabetes, obesidade, artrites, câncer, fibrose cística, 

asma, entre outras (103). 

A inflamação é uma resposta fisiológica frente à invasão de um 

patógeno e/ou injúria tecidual. Qualquer órgão do corpo pode se tornar 

inflamado, envolvendo uma cascata de eventos que começa 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 (104). O órgão 

ou tecido, ao sofrer uma injúria causada por trauma, infecção, isquemia ou 

hipersensibilidade imunólogica, irá desencadear uma resposta inflamatória que 

via de regra é caracterizada pela liberação de mediadores pró-inflamatórios, 

como citocinas, moléculas de adesão, mediadores vasoativos, entre outros (105). 

Embora, as respostas inflamatórias aos danos teciduais tenham um 

efeito reparador, uma inflamação persistente terá um efeito devastador que 

pode levar à debilidade e a até a morte. Neste sentido, é necessário um ajuste 

equilibrado entre a produção de citocinas anti e pró-inflamatórias. Quando 

produzidas em excesso, as citocinas podem acarretar um panorama favorável 

para uma séria de doenças crônicas, inclusive a asma (106). A magnitude da 

resposta inflamatória é finamente controlada e autorregulada por uma série de 
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mecanismos, dentre eles as interações do sistema nervoso central e imune que 

são fundamentais para a modulação da resposta imune inata frente ao 

processo inflamatório (107). 

O cérebro e o sistema imunológico são conectados pelo sistema nervoso 

autônomo (60) que é composto pelo sistema simpático (SNS) e o sistema 

nervoso parassimpático (SNP). O papel do SNS na modulação dos processos 

inflamatórios já é bem definido e tem funções pró ou anti-inflamatórias, 

dependendo de fatores como a concentração de neurotransmissores, a 

afinidade do receptor, tempo de atividade do SNS em relação ao curso da 

inflamação e outros (108, 109). 

De modo contrário ao papel bem definido do SNS na doença, o controle 

parassimpático, da inflamação, só foi descrito por Borovikova et al. (2000) (110), 

que descreve o arco reflexo da inflamação como responsável por transmitir 

informações sobre o estado imunológico da periferia para o sistema nervoso 

central com a finalidade de regular a inflamação, evidenciando a comunicação 

bidirecional entre o sistema nervoso central e imunitário.  

O arco reflexo da inflamação consiste em uma via neural aferente 

sensorial que detecta os produtos moleculares da lesão, infecção e inflamação, 

e um arco neural motor eferente que transmite os sinais para modular as 

respostas imunes. Especificamente ao arco eferente do reflexo inflamatório é o 

que denominamos de via colinérgica anti-inflamatória, um mecanismo neural 

composto pelo nervo vago parassimpático e seu principal neurotransmissor a 

acetilcolina (ACh).  
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Quimicamente a ACh é um éster de ácido acético e colina, cuja 

simplicidade estrutural subestima a complexidade das ações que exerce. A 

ACh é liberada pelo SNA nas fibras pré e pós-ganglionares do sistema nervoso 

colinérgico (111). Ao ser liberada a ACh interege com duas classes principais de 

receptores de acetilcolina (AChR): Receptores nicotínico de acetilcolina 

(nAChRs) e os receptores muscarínicos de acetilcolina (mAChRs). É 

importante ressaltar que as funções da ACh serão determinadas dependendo 

da interação com o seu respectivo receptor. 

 Os receptores muscarínicos são do tipo sepentiforme, transpassam a 

membrana sete vezes e estão acoplados a proteína G (112) que compõem cinco 

subtipos (M1-M5). O controle da liberação da ACh pelo nervo vago envolve os 

receptores muscarínicos autoinibitórios M2, expressos em fibras nervosas pós-

ganglionares.  

Nos pulmões a ACh ao interagir como os receptores muscarínicos M2 

(M2AChR), inibe a liberação da ACh em um mecanismo de retroalimentação 

negativa diminuindo assim a bronconstrição (113), contudo na asma a ação da 

ACh nos receptores muscarínicos envolve a disfunção autoinibitória do receptor 

muscarínico M2. A disfunção deste receptor irá aumentar a liberação de ACh 

nas vias aéreas em terminações nervosas parassimpáticas (114). O aumento da 

ACh circulante culminará com interações destas e os receptores muscarínicos 

M3, tendo como resultado o aumento da produção de muco e da contração do 

musculo liso (115).  

De outro modo, os nAChRs são do tipo canais iônicos regulados por 

ligantes e podem ser compostos pela combinação de 17 diferentes tipos de 
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subunidades (Α1-10, β1-4, δ, ε, γ) (106). No cérebro, os nAChRs desempenham 

um importante papel na atividade sináptica cerebral e na modulação das 

funções celulares (116), enquanto que nos músculos estão envolvidos na 

ativação neuronal de espasmos musculares (117).  

Em contraste ao observado dos efeitos deletérios da ACh no pulmão 

quando atua via receptores muscarínicos, o papel da ACh em receptores 

nicotínicos na resposta inflamatória pulmonar parece ter um efeito benéfico, 

sugerindo que este receptor está envolvida no sistema colinérgico anti-

inflamatório.  

Esquematicamente durante o processo inflamatório, as fibras sensitivas 

do nervo vago, as quais atuam em vários compontentes e/ou órgãos do 

sistema imunológico (sistema retículo endotelial) como fígado, pulmão, baço, 

rins e intestino, iniciam uma resposta reflexa estimulada pela liberação de 

mediadores químicos (TNF-α e IL-1-β) oriundos do sítio inflamatório (118). Estes 

estímulos são transmitidos ao sistema nervoso central, via braço aferente 

vagal, fazem sinapse no núcleo do trato solitário que, juntamente com outras 

estruturas centrais, ativam os neurônios vagais eferentes, estes por sua vez 

liberam ACh (119) que ao se ligar aos receptores nícoticos α7 expressos em 

macrófagos e outros tipos celulares, inibem a síntese de citocinas pró-

inflamatória no baço, prevenindo  o dano tecidual, e reestabelecendo assim a 

homeostasia (118, 119) (Figura 5). 
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Figura 5 -  Arco Reflexo - Sistema colinérgico antiinflamatório. Durante o 
processso inflamatório, aqui esquematicamente representado por 
fotomicrografias da via aérea em modelo animal de indução alérgica 
crônica, ocorre a liberação de citocinas do sítio inflamatório, as quais são 
necessárias para realizar o reparo tecidual, porém um desequilibrio entre 
a produção de citocinas pró-inflamatória e anti-inflamatória pode liberar 
de forma desordenada mediadores pró-inflamatórios como TNF-α e IL-β 
no foco inflamatório. Estes mediadores funcionam como verdadeiros 
sensores da inflamação e sinalizam via fibras sensoriais vagais aferentes 
a informação de que há um dano tecidual periférico. Esta informação 
advinda de uma injúria tecidual fará sinapses com o núcleo do trato 
solitário e núcleo dorsal do vago gerando uma reposta eferente. A isto 
chamamos de comunicação bidirecional ou ainda de interação da 
resposta neuro-imune-inata, ou seja, a comunicação entre o sistema 
imune inato e o sistema nervoso central. Durante a resposta eferente o 
sistema nervoso central envia a informaçao de volta para o sítio 
inflamatório liberando pelas fibras eferentes do nervo vago seu principal 
neurotransmissor a acetilcolina que ao interagir com o receptor nicotinico 
α-7 expresso em macrófagos e outros tipos celulares inibe a produção de 
citocinas pró-inflamatórias reestabelecendo assim a homeostasia (120) 
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Em geral, há duas grandes vias de comunicação responsáveis por 

transmitir a informação do estado imunológico periférico para o SNC: Neural 

(nervos sensoriais) e não neuronal (121), entretanto ambas as vias estão 

provavelmente envolvidas na mediação imune periférica para comunicação 

com o cérebro, e cada uma das vias poderá ser ativada individualmente ou em 

conjunto, com base em numerosos fatores que incluem; o tipo de antígeno ou 

estimulante do sistema imune, a dose ou concentração do estimulante imune, e 

a via de administração do antígeno (122).  

A via não neuronal, também retratada como sistema colinérgico não 

neuronal, expressa receptores de ACh do tipo nicotínico em células do sistema 

imune inato, as quais liberam ACh para exercer suas respectivas funções. De 

modo geral, os nAChRs são reconhecidos por mediar a neurotransmissão 

química em neurônios, gânglios, interneurônios e a placa motora, enquanto os 

mAChRs medeiam a neutrotransmissão química em neurônios e órgãos 

efetores, tais como coração, fibras musculares lisas e glândulas (123).  

Desde a descoberta da via colinérgica anti-inflamatória, sucessivos 

estudos clínicos e experimentais vêm incessantemente sendo realizados 

utilizando diferentes modelos de ativação ou inibição da via colinérgica anti-

inflamatória, sendo por estimulação elétrica ou inibição do nervo vago (110, 124, 

125), vagotomia (126, 127) ou uso de fármacos que inibam a acetilcolinesterase ou 

agonistas e/ou antagonistas de receptores específicos (126, 128-130). 

Corraborando com o papel anti-inflamatório do reflexo da inflamação, 

Huston et al. (2007) (131) mostraram que a estimulação elétrica no nervo vago 

eferente diminuiu a produção de citocinas pró-inflamatórias em modelo 
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experimetal de endotoxemia letal, inibiu a resposta inflamatória aguda ao 

choque hipovolêmico agudo hemorrágico (132) e diminuiu a inflamação intestinal 

induzida experimentalmente no íleo (133). Além disso Li et al. (2010) (127) 

mostraram que a vagotomia cervical aumentou a expressão de TNF-α, IL-6 e a 

proteína do grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1) detectados por Elisa em 

modelo de artrite em camundongos. Corroborando a importância da acetilcolina 

na regulação da inflamação, Leite et al. (2016) (134) demonstraram que animais 

com deficiência colinérgica por redução de VAChT eram mais susceptiveis a 

inflamação sistêmica induzida por LPS.  

O α7nAChR (do inglês, α7 nicotinic acetycholine receptor, receptor 

nicotínico α7 de acetilcolina) está expresso em células do sistema imune como 

macrófagos, eosinóliflos, mastócitos, basófilos, linfócitos T e B, células 

dendríticas, inclusive em células epiteliais alveolares (130, 135-139). Wang et al. 

(2003)(139) mostraram que camundongos deficientes do α7nAChR foram 

incapazes de inibir a produção de citocinas inflamatórias após estimulação do 

nervo vago, tomando como fato desde então que, o α7nAChR é essencial para 

inibição da síntese de citocinas por meio da via colinérgica anti-inflamatória.  

Pesquisas em Knockout para α7 mostraram claramente, in vivo, o 

importante papel dessa subunidade na via colinérgica anti-inflamatória: Nesses 

animais, mesmo após realizar a estimulação elétrica do nervo vago, não se 

oberva significativa redução de citocinas no baço e no fígado (TNF-α, IL-1, IL-6, 

IL-8 e HMGB1) (139) e macrófagos isolados desses animais não respondem a 

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

(128). 

Descoberta a identidade do receptor de acetilcolina que medeia os 

sinais do vago, até então desconhecida, diversos estudos se concentraram em 

estudar o potencial terapêutico α7nAChR. Assim a estimulação do α7nAChR 

tem sido proposto como potencial alvo para as propriedades anti-inflamatórias 

em diversos modelos animais de inflamação, tais como pancreatite (126), sepsis 

(128, 130) e peritonite bacteriana (140).  

 

1.2.1 α7nAChR e  vias de sinalização intracelular 

 

O subtipo α7nAChR apresenta uma permeabilidade mais elevada para 

os íons de cálcio em relação aos outros nAChR. Como resultado do aumento 

das concentrações intracelulares de cálcio, as vias de sinalização são 

rapidamente ativadas por processos inflamatórios (141), o influxo de cálcio ativa 

diversas cascatas de fosforilação, entre elas proteína quinase C (PKC) e a 

proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) (142). Tem sido mostrado que 

muitas protéinas intracelulares interagem com α7nAChRs e participam da 

transdução do sinal. Como resultado da ativação do α7nAChR, o fator de 

transcrição nuclear NF-kB é ativado por meio da via Janus quinase 2 (JAK-2) 

(103), fosfatidilinositol quinases PI3K e proteína 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 α7nAChR e seus mecanismos de sinalização têm sido 

extensivamente estudados em neurônios e em diversos modelos de inflamação 

aguda, mas o conhecimento sobre suas ações em células do sistema 

imunológico é ínfimo. De modo contrário a ação por neurônio, a transdução do 

sinal pelo α7nAChR em células imunes não requer a atividade do canal iônico 

ou despolarização de membrana. Assim alguns autores demonstraram que ao 

ativar α7nAChR com o agonista nicotínico, GTS21 e/ou colina ocorre a ativação 

pleiotrópicas de cascatas intracelulares de transdução de sinal em monócitos e 

macrófagos que regulam negativamente a transdução nuclear do NF-KB e 

suprimi a transcrição de citocinas pró-inflamatórias (104, 139, 145, 146).  

Em células microgliais, a sinalização α7nAChR inibe a liberação de 

citocinas inflamatórias por um mecanismo que envolve a diminuição da 

foslorilação das MAPKs p38 (também conhecido como MAPK14) e p44 

(também conhecido como MAPK3) (147). 

De maneira esquemática o modo como a sinalização α7nAChR inibe 

cascatas inflamatórias no sistema colinérgico neuronal e não neuronal 

permeiam a compreensão das vias intracelulares como: MAPKs, NF-KB, 

JACK2-STAT3 e SOCS3 (Figura 6).  

De modo geral a ativação do α7nAChR em macrófagos, monócitos e 

outros tipos de células do sistema imunológico podem regular negativamente a 

produção de citocinas pró-inflamatórias por inibir a translocação nuclear do NF-

kB e a transcrição de citocinas inflamatórias (110, 139, 145). Assim, de Jonge et al. 

(2005) (133) ao ativar α7nAChR, in vivo, mostraram que o efeito anti-inflamatório 

do agonista nicotina para α7nAChR se dá pelo recrutamento de JaCK2 a 
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subunidade α7 e subsequente fosforilação de JACK2, logo após se inicia a 

cascata anti-inflamatória STAT3. Em concordância com essas constatações um 

inibidor de JACK2 (AG490), anulou os efeitos anti-inflamatórios do agonista 

GTS-21 em células monucleares do sangue periférico humano (148), sugerindo 

que a P-STAT3 (STAT3 fosforilada) revoga a ação do α7nAChR.  

Similarmente, a administração de GTS-21, em célula endotelial, reduziu 

a fosforilação de STAT3 suprimindo a ativação de células endoteliais mediadas 

por IL-6 por meio da via JACK2/STAT3, além de diminuir os níveis de 

tratamento de SOCS3 (supressor da sinalização de citocina e um regulador da 

atividade inflamatória de IL-6) (149). 
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Figura 6 -  Vias de sinalização envolvidas na estimulação de α7nAChR. A 
sinalização α7 regula as repostas inflamatórias por três possibilidades, 
entre outras. Na primeira possibilidade o α7nAChR regula negativamente 
a via MAPK, esta em última análise induz a translocação do fator de 
transcrição NF-KB para o núcleo, uma vez no núcleo o NF-kB é 
responsável pela liberação de diversas citocinas pró-inflamatória. Em 
outra via de sinalização na presença de patógenos endógenos ou 
exógenos ocorre a ativação da fosforilação do IKB e degradação do 
proteossoma que induz também a translocação do NF-KB o núcleo, 
contudo ao ativar o α7, ocorre a inibição da fosforização do IKB, fazendo 
com que o NF-KB permaneça em repouso no citoplasma. Em uma 
terceira via a sinalização do α7nAChR recruta JACK2 que fosforila 
STAT3 e estes regulam negativamente a ativação do NF-KB e também 
pode aumentar a atividade do supressor de citocina 3 (SOCS3) como 
parte da resposta anti-inflamatória (133) 

 

A função de STAT3 tem sido relatada como divergente por alguns 

autores e ao que parece a inibição da fosforilação de STAT3 mimetiza a 

sinalização α7nAChR por inibição do NF-kB e da produção de citocinas em 

macrófagos. Isto sugere um papel pró-inflamatório para a fosforilação de 

STAT3. Nesse sentindo, Pena et al. (2010) (150) mostraram que a inibição da 

expressão de STAT3 aumenta a produção de citocinas e revoga a sinalização 
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α7nAChR. Esses achados são contraditórios com os encontrados por de Jonge 

et al. (2005) (133) onde a ação anti-inflamatória da ativação do α7nAChR foi 

mantida mesmo após a fosforilação de STAT3 em macrófagos peritoneais de 

modelo de inflamação e íleo pós–operatório (133). Estas respostas 

aparentemente contraditórias do STAT3 podem ser explicadas pelo menos, em 

parte, na indução de conjuntos distintos de genes alvo por STAT3 em 

diferentes células (151).  

 

1.2.2 Sistema colinérgico antiinflamatório e α7nAChR no pulmão 

 

Nosso grupo demonstrou recentemente que a redução da liberação de 

ACh devido a redução nos níveis do transportador vesicular de acetilcolina 

(VAChT-KD) induziu inflamação das vias aéreas em animais sem doença 

pulmonar prévia. Nestes animais houve ativação das vias JAK2/STAT3, NF-kB 

e SOCS3 (152), sugerindo que o sistema colinérgico anti-inflamatório 

desempenha um importante papel na manutenção da homeostasia pulmonar. 

Ainda, animais da linhagem VAChT-KD submetidos a um modelo de sepses 

induzido por ligadura cecal tiveram redução de células T helper e citotóxica e 

aumento de células Th17 além de aumento nas citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α, 

sugerindo que a ACh modula a resposta inflamatória durante a sepses por via 

de IL-17 (153).  

A estimulação do α7nAChR atenua a inflamação pulmonar e os níveis 

de TNF-α observada em modelos de lesão aguda (130, 154, 155, 156, 157). Mabley et 
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al. (2011) (157) ao utilizar o agonista não seletivo (nicotina) do α7nAChR em 

modelo de lesão pulmonar aguda induzida por instilação intratraqueal de 

lipopossacarídeos (LPS) em camundongos, demonstraram redução das células 

inflamatórias no lavado broncoalveolar (LBA), das quimiocinas pró-inflamatórias 

(MIP-1α, MIP-2, e eotaxina) e das citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-6 e TNF-

α).  

Atualmente muitas pesquisas estão voltadas para explicar quais são os 

mecanismos envolvidos no controle da inflamação pelo α7nAChR em células 

do sistema imunológico. Algumas vias principais têm sido implicadas em 

células do sistema imune com a seguinte sequência de eventos: Excesso de 

citocinas ativam o arco reflexo da inflamação, estimulam o nervo vago a liberar 

ACh que interage principalmente com α7nAChR e inibe a translocação do fator 

de transcrição NF-kB para o núcleo, inibindo assim a sua cascata inflamatória. 

Outra hipótese é que a ativação do α7nAChR recrute a tirosina quinase (JAK2) 

e promova a fosforilação e ativação subsequente do STAT3 (do inglês signal 

transducer and activator of transcription). A via JAK2-STAT3 é coadjuvante 

para o potencial anti-inflamatório do sistema colinérgico, pois induz a 

expressão de proteinas anti-inflamatórias com SOCS3 (158). 

A maioria das experiências relativas aos efeitos modulatórios da via 

colinérgica antiiflamatória sobre a inflamação foram testados em modelos de 

sépsis, uma síndrome de respostas agudas pró-inflamatórias e sistêmicas, 

caracterizada por invasão de neutrófilos, alveolite e aumento da 

permeabilidade do endotélio microvascular pulmonar (159), sendo poucos 

estudos realizados na doença pulmonar crônica.  
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Na asma, poucos estudos avaliaram o efeito da via colinérgica anti-

inflamatória e principalmente do receptor α7nAChR. Neste contexto, Mishra et 

al. (2010)(160) sugerem que o receptor α7nAChR possa ser um alvo envolvido 

na patogênese da asma, uma vez que a administração de nicotina (agonista 

não seletivo do α7nAChR) reduz a liberação de leucotrienos em linhagem de 

células RBL e este efeito foi bloqueado pelo antagonista metillicaconitine (MLA) 

do α7nAChR.  

Em outro estudo utilizando tanto antagonista de α7nAChR quanto 

animais com ausência de α7nAChR, Mauche et al. (2009) (161) mostraram que 

este receptor é um importante regulador da plasticidade do epitélio das vias 

respiratórias em humanos controlando a proliferação celular e as vias de 

diferenciação celular e por este motivo pode estar envolvido na remodelação 

das vias aéreas e em doenças broncopulmonares. Blanchet et al. (2005) (162), 

mostraram que o uso do agonista nicotínico não seletivo 1,1-dimethyl-4-

phenylpiperazinium em modelo experimental de asma, reduziu o influxo total de 

células inflamatórias e a eosinofilia pulmonar. Em conjunto, estes trabalhos 

acima descritos sugerem que o receptor nicotínico α7nAChR possa ser um 

novo alvo no controle da inflamação pulmonar na asma.   

Estudos das vias JAK-STAT-SOCS e NF-ᴋB em modelos de asma foram 

realizados fora do prisma da via colinérgica antiiflamatória e aqueles que 

eventualmente associaram estes mecanismos ocorreram em outros modelos 

que não os de asma. Simeone-Penney et al. (2007) (163) demonstraram em 

modelo murino de asma que a redução condicional de STAT3 no epitélio das 

vias aéreas diminuiu o recrutamento de eosinófilos para as vias respiratórias, a 
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acumulação de citocinas de perfil de Th2 e de quimiocinas no pulmão. 

Curiosamente, Pena et al. (2010) (150) demonstraram que a presença de STAT3 

é necessária para o efeito anti-inflamatório do receptor a α7nAChR na inibição 

da produção de TNF-α em modelo de sepse, entretanto, a inibição de sua 

fosforilação previniu a inflamação sistêmica e aumentou a sobrevida destes 

animais, sugerindo um importante papel de STAT3 não fosforilada na 

fisiopatologia da sepse.  

Contrariamente a Pena et al. (2010) (150), de Jonge et al. (2005) (133) 

observaram que os efeitos anti-inflamatórios da nicotinia requerem a habilidade 

da fosforilação de STAT3 e que a estimulação vagal reduz a inflamação 

induzida por cirurgia de manipulação intestinal por ativação de STAT3 em 

macrófagos 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 níveis de IgE em 

humanos (164), contudo não encontramos trabalhos que associem SOCS3 a 

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

As vias de sinalização intracelular colinérgica neuronal e não neuronal 

continuam sendo pesquisadas; embora alguns destes mecanismos estejam 

sendo desvendados, seu papel na mediação em macrófagos e outros tipos de 

célula ainda é enigmático.  
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1.3 Tratamento com agonista do α7nAChR (PNU-282987) 

 

 O PNU 282987 (N-(3R)-1-Azabiciclo(2.2.2)oct-3-yl-4-clorobenzamida) 

tem sido descrito como agonista específico sintetizado para o α7nAChR (165) e 

tem interações insignificantes com outros subtipos de nAChR. Dada a 

importância do α7nAChR no sistema colinérgico e na regulação da resposta 

inflamatória, a ativação da sinalização α7nAChR pelo PNU-282987 tem sido 

utilizado em inúmeras desordens da saúde, dentre elas: Distúrbios do 

comportamento (166), no tratamento da dor em doenças inflamatórias do 

intestino (167), em modelo de lesão pulmonar aguda onde este tratamento regula 

negativamente os níveis de TNF-α e MIP-2 nos neutrófilos (130) e na prevenção 

da lesão pulmonar induzida pela ventilação mecânica (168). Todos esses dados 

sugerem que o α7nAChR é um importante alvo terapêutico em diversas 

doenças inflamatórias.  

 Não há consenso, dentro do nosso conhecimento, sobre a meia vida do 

PNU-282987 em camundongos após o uso de injeção intraperitoneal, contudo 

achamos improvável que o PNU-282987 permaneça totalmente inativo depois 

de duas horas, porque ele tem alta afinidade para α7nAChR e seu valor de 

meia vida in vitro é 0,120 minutos (169). A fim de determinar se os efeitos da 

ativação dos receptores nicotínicos são diretamente relacionados aos 

α7nAChR alguns autores utilizam o antagonista específico metillicaconitine  

(0 3-metil-2,5-dioxopirrole) (MLA) (130, 168). Turek et al. (1995) (170) relataram que 

a meia vida do MLA permanence cerca de 20min após o uso de injeção 

intraperitoneal em camundongos. Apesar do reconhecimento pela comunidade 
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científica sobre o papel do α7nAChR em modelos de inflamação (125, 130, 131), 

não 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-inflamatória é um mecanismo neural que em 

resposta a uma injuria tecidual periférica libera acetilcolina, via nervo vago, e 

ativa o α7nAChR para debelar cascatas inflamatórias. Isto coloca o nervo vago, 

a acetilcolina e o α7nAChR no cerne do controle da resposta inflamatória. Além 

disso, Wang el al. (2003) (139) demonstraram que o α7nAChR é um componente 

essencial na modulação da resposta inflamatória frente ao dano tecidual. 

Desde a descoberta da via colinérgica antiinflamatoria no ano 2000 por 

Borovikova (110) até os dias atuais, o potencial terapêutico desta via vem sendo 

testado em formatos que envolvem a estimulação elétrica do nervo vago, 

desnervação do vago, deficiência e/ou estimulação do α7nAChR em diversos 

modelos de doenças inflamatórias e debilitantes. Atualmente o potencial 

terapêutico da via colinérgica antiinflamatória já é reconhecido pela 

comunidade científica, mas os caminhos pelos quais o α7nAChR corrabora 

para modular a resposta inflamatória ainda é enigmático e motivo de muitos 

estudos. 

No pulmão, o α7nAChR é expresso em células epiteliais dos brônquios 

humanos e de camundongos (155, 171, 172), nas células do músculo liso das vias 
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aéreas (123) e em células do sistema imune, tais como macrófagos, neutrófilos, 

eosinófilos, mastócitos e em células epiteliais alveolares (130, 135, 136, 155). 

Contudo uma parte considerável dos estudos no pulmão foi realizada em 

modelos de lesão aguda (130, 154-156), deixando uma lacuna curiosa em doenças 

caracterizadas por processos inflamatórios crônicos como a asma.  

Considerando que um novo arsenal terapêutico possa surgir em uma 

doença que apesar dos tratamentos disponíveis apresenta um impacto 

substancial na qualidade de vida dos indivíduos que a possuem e gera custos a 

saúde pública em todo o mundo, o estudo dos efeitos da estimulação do 

α7nAChR na fisiopatologia da asma é de extrema relevância científica. 
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2.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo do presente estudo foi investigar o receptor nicotínico para 

acetilcolina α7nAChR modula a resposta inflamatória e de remodelamento 

brônquico em animais com indução alérgica crônica das vias aéreas. 

 

2.2 Objetivo Específico 

 

Avaliar se o tratamento com PNU-282987 após o período de 

sensibilização interefere com: 

1. A inflamação de vias aéreas; 

2. O recrutamento eosinofílico; 

3. Os níveis de citocinas (IL-4, IL-10, IL-13, IL-17) no pulmão; 

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

parede das vias aéreas; 

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

vias aéreas; 

6. A expressão das vias de sinalização intracelular envolvidas na 

modução da resposta inflamatória: 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 25g. Os 

animais receberam cuidado conforme o “guia de cuidados e uso de animais 

de laboratório” publicado pelo National Institutes of Health (NIH, 1985) e 

foram mantidos a uma temperatura controlada de 21-23ºC, com livre acesso 

a água e comida. Todas as experiências descritas neste estudo foram 

aprovadas pela Comissão de Ética Interna da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (São Paulo, Brasil) (número de documento 

057/14). 

 

3.2 Grupos experimentais  

 

 O protocolo experimental incluiu sete grupos divididos aleatoriamente, 

sendo: 

1. Grupo Controle: Animais que receberam injeção intraperitoneal e 

inalações com solução salina e que foram tratados com veículo; 

2. Grupo Controle+PNU0,5: Animais que receberam injeção intraperitoneal 

e inalações com solução 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 injeção intraperitoneal e 

inalações com ovoalbumina e que foram tratados com veículo; 

4. Grupo OVA+PNU0,5: Animais que receberam injeção intraperitoneal e 

inalações com ovoalbumina e que foram tratados com PNU na dose de 

0,5mg/Kg; 

5. Grupo OVA+PNU1,0: Animais que receberam injeção intraperitoneal e 

inalações com ovoalbumina e que foram tratados com PNU na dose de 

1,0mg/Kg; 

6. Grupo OVA+PNU2,0: Animais que receberam injeção intraperitoneal e 

inalações com ovoalbumina e que foram tratados com PNU na dose de 

2,0mg/Kg; 

7. Grupo OVA+ MLA+PNU0,5: Animais que receberam injeção 

intraperitoneal e inalações com ovoalbumina e que foram tratados com 

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

 

3.3 Indução da inflamação pulmonar alérgica crônica  

 

Os animais foram imunizados com OVA injetada intraperitoneal (i.p.) 

(50 ug) (GRADE IV, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) na presença de 6 mg de 

Al(OH)3 como adjuvante (Pepsamar, Sandei-Synthelabo SA, Rio de Janeiro, 

Brasil) diluído em uma solução de 0,2 mL de solução salina nos dias 0, 7 e 

14, como previamente descrito (173, 174) (Figura 7). O desafio com OVA em 
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aerossol começou uma semana após a terceira imunização, nos dias 22, 24, 

26 e 28. Para isso, os animais foram colocados numa caixa acrílica (30 

centímetros x 15 centímetros x 20 centímetros) acoplada com um 

nebulizador de ultrassom (US - 1000; ICEL, São Paulo, Brasil) e expostos a 

1% de solução de OVA durante 30 minutos. Os animais do grupo controle 

receberam o adjuvante (i.p.) e foram expostos a inalação com soro 

fisiológico. 

 

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

 

Animais sensibilizados com OVA receberam diariamente a partir do 

22º dia do protocolo experimental PNU-282987, um agonista seletivo do 

α7nAChR, nas doses de 0,5, 1 e 2 mg/kg (i.p.) (130) 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.) (155, 161). A fim 

de determinar os efeitos terapêuticos dos medicamentos utilizados, todos os 

tratamentos foram iniciados no dia 22 do protocolo, período este em que os 

animais já tinham sido devidamente sensibilizados. Nos dias em que havia a 

inalação com OVA, o PNU-282987 foi administrado 2 horas após a inalação. 

O tratamento com metillicaconitine (MLA), um antagonista seletivo do 

α7nAChR, foi administrado em parte dos animais na dose de 1 mg/kg (130, 155) 

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 α7nAChR. Os animais 

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

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 7-  Protocolo experimental. Os animais receberam uma injeção i.p. de 
solução salina ou com 50 ug de OVA diluída em 6 mg de Al (OH) 3, nos 
dias 0, 7 e 14. Depois, os animais receberam inalação de OVA (1%) ou 
de solução 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 α7nAChR, 2h após a 
inalação. A fim de verificar se as respostas obtidas do tratamento com 
PNU282987 foram dependentes de α7nAChR, parte dos animais foram 
pré-tratados com MLA, um antagonista de α7nAChR, 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 análise 

Injeção intraperitoneal (i.p.) de salina ou 50ug 

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

PNU-282987 0,5, 1,0 ou 2,0 mg/kg (2h após a inalação) 
e/ou MLA previamente ao PNU (30 min antes) 

Eutanásia e coleta de material 

0 7 14 24 28 29 26 22 27 25 23 
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3.5  Contagens de células no lavado broncoalveolar (LBA) e no sangue 

periférico  

 

Todos os animais foram anestesiados com tiopental sódico (50 

mg.kg-1, i.p.), no dia 29 (Figura 7), submetidos à laparotomia e as amostras 

de sangue foram obtidas a partir da veia cava inferior e diluídas (1:20) em 

fluido de Turk (1%). Em seguida, os animais foram exanguinados via secção 

da aorta abdominal. Foi então realizada uma traqueostomia e o LBA foi 

então obtido pela infusão de 0,5 mL de salina por 3 vezes consecutivas (total 

volume 1,5mL) (174), pela cânula traqueal, com o uso de uma seringa. Para 

realizar a contagem total e diferencial de células, o volume recuperado foi 

centrifugado a 800 rpm, a 5ºC, durante 10 min. O sobrenadante do LBA foi 

congelado em nitrogênio líquido e armazenado a -80ºC para posterior 

dosagem de citocinas. O número total de células viáveis no sangue 

periférico e no LBA foi determinada com o auxílio de um hemocitômetro de 

Neubauer por microscopia óptica (Olympus CH30). O sedimento de células 

foi ressuspendido em 0,2 mL de solução salina estéril. As contagens de 

células diferenciais foram realizadas em preparações 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 morfológicos 

padrão no sangue periférico e no LBA, respectivamente (152). 
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3.6  Níveis de citocinas IL-4, IL-10, IL-13 e IL-17 no LBA e IgE no 

sangue periférico dosados por ELISA  

 

Os níveis de IL-4, IL-10, IL-13 e IL-17 no sobrenadante do LBA, bem 

como os níveis de IgE no sangue periférico foram medidos pela técnica de 

ensaio imunoenzimático (ELISA) utilizando kits disponíveis 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 instruções fornecidas pelo 

fabricante. A quantificação das proteínas foi realizada por um 

espectrofotômetro de placa (Epoch - Bioteck, Vermont, EUA) e pelo programa 

GEN 5.1.1.1 utilizando um comprimento de onda de 450 nm (152). Todos os 

níveis de citocinas do LBA foram expressos em pg de citocinas/mL do LBA e 

os níveis de IgE foram expressos em unidade de densidade ótica.  

 

3.7 Estudos morfométricos 

 

Após a coleta do LBA, a parede anterior do tórax foi aberta e os 

pulmões removidos em monobloco coração-pulmão. O pulmão esquerdo foi 

então isolado e rapidamente congelado em nitrogênio líquido. O pulmão 

direito foi então infundido com 2 mL de formaldeído a 4%. Após o pulmão 

direito foi então fixado com formaldeído a 4% durante 24h e, em seguida, 

transferido para etanol a 70%. Após este período, os pulmões foram 
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transferidos para o aparelho TP1020 da (Leica Wetzlar, Alemanha) onde 

realizou o processo de clareamento e desidratação do tecido. Após, o tecido 

foi transferido para o EG1150 (Leica Wetzlar, Alemanha) para a inclusão da 

parafina e em seguida colocado em uma placa de gelo (EG1150 H Leica 

Wetzlar, Alemanha) para resfriamento rápido. Cortes com 5 µm de espessura 

de pulmão embebidos em parafina foram obtidos com o auxílio de um 

micrótomo (RM 2245 Leica Wetzlar, Alemanha), corados e submetidos à 

análise histopatológica (175). 

 

3.7.1  Avaliação da área do edema peribrônquico, da musculatura lisa 

e do epitélio nas vias aéreas 

 

Os cortes histológicos foram corados com H&E para avaliação da 

área de edema, da musculatura lisa e do epitélio brônquico. Utilizando um 

microscópio óptico (CH30, Olympus, Japão), a área de edema, músculo liso 

e epitélio foi quantificada por meio da técnica de contagem de pontos e retas 

com um auxílio de um retículo de 100 pontos e 50 retas com área conhecida. 

Foi quantificado o comprimento da membrana basal de cada via aérea a fim 

de evidenciar se havia diferença no tamanho das vias aréas, pelo número de 

vezes que a membrana basal coincidia com os interceptos. Considerando 

que não houve diferença entre o comprimento da membrana basal entre os 

grupos estudados, a área de edema, músculo liso e epitélio interesse foi 

determinada pela contagem do número de pontos que coincidia com esta 
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área, no aumento de 400x, sem necessidade de correções (174). Foram 

avaliadas 5 vias aéreas selecionadas aleatoriamente por animal de cada 

grupo e o resultado expresso em área em µm2.  

 

3.7.2 Avaliação dos eosinófilos nas vias aéreas 

 

Para a avaliação dos eosinófilos, os cortes de tecido pulmonar foram 

submetidos à coloração com Luna, específica para grânulos de eosinófilos 

(174). A análise morfométrica foi realizada conforme descrita no item 3.7.1. 

utilizando a técnica de contagem de pontos e retas. Para a quantificação dos 

eosinófilos, o retículo foi colocado adjacente à 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 número de eosinófilos foi determinado pela razão do número de 

células positivas dentro da área de interesse dividido pelo número de pontos 

que coincidiam com a área de interesse ao redor da parede da via aérea. Os 

resultados foram expressos em células por área (104m2).  
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3.7.3  Análise do conteúdo de fibras colágenas e elásticas ao redor das 

vias aéreas 

 

 Os cortes histológicos foram corados para detecção de fibras 

colágenas usando Sirius-Red (Direct Red 80, C.I. 35780, Aldrich, EUA) e 

para a detecção de fibras elásticas usando Resorsina Fuchisina com o 

auxílio de um microscópio Leica DM4000B (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Alemanha), uma câmera digital (Leica DFC420 Leica Microsystems) e um 

software de análise de imagem Proplus 4.5 (Media Cybernetics, Bethesda, 

EUA). A deposição de fibras colágenas e elásticas foram medidas na área 

delimitada entre as membranas basais epiteliais das vias aéreas até 

adventícia. Cinco vias aéreas com ampliação de 400x foram avaliadas para 

cada animal. O conteúdo de fibras colágenas e elásticas (Figura 8B) foi 

expresso como uma percentagem da área positiva pela área total da parede 

das vias aéreas (175).  

Todas as análises morfométricas descritas acima foram realizadas 

por um pesquisador devidamente treinado que desconhecia a que grupo 

experimental pertencia o animal.  

 

3.7.4 Avaliação do número de células positivas para MMP-9 e TIMP-1 

 

A imunohistoquímica para detecção da expressão 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 lâminas em água 

corrente. Após foi realizada a recuperação antigênica pela exposição de 1 

minuto a temperatura de 125ºC ao vapor de uma panela de pressão 

(Decloaking Chamber, Bio-core medical, Califórnia, EUA) onde as lâminas 

estavam imersas em solução tampão (Target Retrieval Solution, DAKO, 

Califórnia, EUA). Foi então realizado o bloqueio das peroxidases endógena por 

meio de 7 lavagens de 5 minutos com água oxigenada (H2O2) volume 10. 

Realizou-se então o bloqueio para ligações inespecíficas em solução de 

caseína (5 min) e a incubação com Anticorpo Primário anti-MMP-9 (1:500, 

Santa Cruz Biotechonology, Inc., Texas, EUA) e anti-TIMP1 (1:100, Santa Cruz 

Biotechonology., Texas, EUA) diluído em solução de BSA 5% (bovine serum 

albumin) e deixado overnight em uma câmera úmida em geladeira à 4ºC. Após 

18 horas da incubação com o anticorpo primário, foram incubadas por 1 hora 

em estufa à 37° com o anticorpo secundário. A revelação foi realizada com o 

cromógeno 3,3 Diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 

as lâminas foram então contra-coradas com Hematoxilina de Harris (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) (152). A detecção da expressão de células positivas para 

MMP-9 e TIMP-1 ocorreu exatamente como descrito na contagem de 

eosinófilos no item 3.7.2 (Figura 8A).  
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Figura 8 -  Análise Morfométrica. A. Posicionamento do retículo na área da 
parede da via aérea para realização da técnica de contagem de 
pontos. Foram contados o número de pontos na área de edema, 
músculo liso, e epitélio brônquico pela técnica de contagem de pontos 
e retas com o auxílio de um retículo acoplado a ocular do microscópio. 
Para a contagem de eosinófilos, foi utilizada a coloração de LUNA e 
quantificados o número de células positivas por área. B. Coloração de 
Picro-Sírius para detecção de colágeno ao redor da via aérea. O 
conteúdo de fibras colágenas ou elásticas ao redor das vias aéreas foi 
determinado pela razão da área de fibras positivas ao redor das vias 
aéreas pela área total da região de interesse 

 

Eosinófilos = 
Nº Eosinófilos  

Nº pontos na área 

(Área de fibras coradas na parede) 

(Área total da parede via aérea) 
=Eo

% de fibras colágenas 
ou elásticas na parede 
da via aérea 
 

AAnnáálliissee  ddee  IImmaaggeennss  

A 
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3.8  Detecção da expressão dos receptores α7nAChR, M3mAChR e do 

NF-ᴋB 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 (176). O pulmão esquerdo congelado foi homogeneizado com o auxílio de 

um polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments modelo PT 10/35) em 1,5 mL de 

tampão a 100ºC (1% g/mL SDS, 100 mM Trisma (pH 7,5), 10 mM EDTA, 100 

mM pirofosfato de sódio tetra hidratado, 100 mM fluoreto de sódio, 10 mM 

ortovanadato de sódio). Após a homogenização, uma fração das amostras foi 

colocada em um tubo para microcentrífuga e mantida em banho seco por 

aproximadamente 10 min a 96º C, e subsequentemente mantidas em gelo. Os 

extratos desses tecidos foram centrifugados a 12.000 rpm a 4°C por 40 min 

para a remoção do material insolúvel. As concentrações de proteína dos 

sobrenadantes foram determinadas pelo ensaio de Bradford por 

espectrofotometria e uma quantidade igual de proteína total a partir de cada 

amostra (50 ug) foi tratado com tampão Laemmli contendo ditiotreitol 200 

mM e aquecido em banho seco a 96°C por 5 minutos. As amostras foram 

submetidas à eletroforese em gel SDS-PAGE (10% de bis-acrilamida) no 

aparelho para minigel (Mini-Protean). Em cada gel foi utilizado como padrão 

um marcador de peso molecular com valores estabelecidos (Thermo Scientific 

Massachusetts, EUA). Eletrotransferência das proteínas a partir do gel para 

membrana de nitrocelulose foi realizada durante 90 minutos a 15V 

(constante) em transferência semi-seca (Transblot SD Semi-dry Transfer Cell, 
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Bio-Rad). A ligação não específica de proteínas na membrana de 

nitrocelulose foi reduzida por incubação da membrana por duas horas em 

tampão de bloqueio (5% de leite/ Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 

0,02%). Os anticorpos utilizados para imunotransferência foram: anti-M3 

mAChR (receptor muscarínico M3) (1:10000) (Abcam, Cambridge, 

Massachusetts), anti-α7 nAChR (1:500) (Abcam, Cambridge, 

Massachusetts), e anti-p65-NF-kB (1:1000) (Cell 6956) (Cells Signaling, 

Danver,Massachusetts) e anti-β-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) diluído em tampão de bloqueio durante a noite a 

4°C. As membranas foram mantidas assim a 4°C overnight e foram 

novamente lavadas, com solução basal, por 30 min. Os anticorpos ligados 

foram detectados com conjugado de rábano-peroxidade (conjugado com 

HRP) anti-IgG. As intensidades das bandas foram quantificadas, usando o 

programa Imagem Uviband (Uvitec, Cambridge, EUA) e foram normalizados 

pela constitutiva β- actina, exceto o STAT3 fosforilado que foi normalizado pelo 

STAT3 total. Os resultados foram expressos como porcentagem em relação ao 

controle. 
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3.9 Análise Estatística 

 

 A análise estatística foi realizada utilizando software Sigma Stat 

(SPSS Inc., Califórnia, 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 comparação do grupo 

Controle com Controle+PNU0,5 foi realizado Test t. O nível de significância 

foi ajustado para 5%. 
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4.1   Expressão proteica do receptor nicotínico α7nAChR e muscarínico 

M3mAChR no pulmão 

 

Foi avaliado a expressão da proteína do α7nAChR e M3 no 

homogenato do pulmão dos animais sensibilizados com ovalbumina (Figura 

9A e B). Verificou-se que há expressão do α7nAChR e M3mAChR no 

homogenato de pulmão de animais controle e sensibilizados, e que não 

houve diferença significativa entre os níveis de expressão destes receptores 

nos grupos experimentais.  

 

4.2  Curva dose resposta do tratamento com PNU-282987 nas células 

inflamatórias 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 

três doses de PNU: 0,5, 1,0 e 2,0mg/Kg. Como determinante na escolha da 

melhor dose utilizou-se principalmente o parâmetro número de eosinófilos 

recuperados no LBA, uma vez que estas células são características 

determinantes em modelos de asma em camundongos. Assim, foram 

avaliadas o número de células totais do LBA (Figura 10A) e de eosinófilos, 

macrófagos, linfócitos e neutrófilos (B a E, respectivamente). Observamos 

que a sensibilização com OVA aumentou o número de células totais, 

eosinófilos, macrófagos, linfócitos e neutrófilos 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 redução do número total de células do LBA (P≤0,001) e 

também do número de eosinófilos (P≤0,001 e P<0,05 para as doses de 

PNU0,5 e PNU1,0 respectivamente), macrófagos (P<0,05 e P≤0,001 para as 

doses de PNU0,5 e PNU1,0 respectivamente) e neutrófilos (P<0,01 e P<0,05 

para as doses de PNU0,5 e PNU1,0 respectivamente). Ainda, a dose de 

PNU0,5 reduziu o número de linfócitos no LBA dos animais tratados com 

PNU (P<0,05). O tratamento com PNU na dose de 2,0 não teve efeito na 

redução do número de células totais, eosinófilos, linfócitos e neutrófilos.  

Observamos que o tratamento com MLA, um antagonista do receptor 

nicotínico α7nAChR, administrado previamente ao tratamento com PNU0,5 

em animais sensibilizados com OVA, suprimiu os efeitos do tratamento com 

PNU0,5 na redução das células totais (P≤0,001), eosinófilos (P≤0,001), 

macrófagos (P<0,05) e neutrófilos (P≤0,001), e o grupo OVA+MLA+PNU0,5 

apresentou valores de células no LBA semelhantes aqueles observados no 

grupo OVA+Ve.  

Por fim, avaliamos o efeito do tratamento com PNU0,5 no número de 

células inflamatórias total e de eosinófilos nos animais controle que 

receberam salina (4 animais do grupo SAL+Ve e 4 animais do grupo 

SAL+PNU0,5). O grupo salina tratado com PNU0,5 apresentou número 

semelhante de células totais (SAL+PNU0,5: 0,75±0,15) e de eosinófilos 

(SAL+PNU0,5: 0,004±0,002) recuperado no LBA em relação aqueles 

animais que receberam salina e veículo [Células totais: (SAL+Ve: 
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1,16±0,23x104/mL, P=0,184) e Eosinófilos: (SAL+Ve: 0,006±0,001 x104/mL, 

P=0,382).  

Considerando que (i) a dose de PNU 0,5 mg/kg foi aquela que 

apresentou melhor efeito na redução de eosinófilos, (ii) que este efeito anti-

inflamatório foi revertido pelo tratamento prévio com MLA, e (iii) esta dose 

não 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 veículo (Controle).  
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Figura 9 -  Expressão proteica de receptores colinérgicos do tipo α7nAChR 
e M3AChRs no pulmão. A expressão da proteína de receptor 
nicotínico α7nAChR e muscarínico M3mAChR foi analisada no 
homogenato do pulmão 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 
experiência que foi repetida por três vezes. Os gráficos representam 
os valores normalizados por β-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 veículo; 
OVA+Ve: animais sensibilizados com OVA e tratados com veículo 
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Figura 10 -  Curva dose resposta ao tratamento com PNU no número de 

células totais e diferencial celular recuperados no lavado 
bronco-alveolar. O número de células totais (A) e o número de 
eosinófilos (B), macrófagos (C), linfócitos (D) e neutrófilos (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 
nicotínico α7nAChR, previamente ao tratamento com PNU a fim de 
verificar a especificidade do tratamento com PNU. Controle: animais 
que receberam salina e foram tratados com veículo; OVA+Ve: 
animais sensibilizados com OVA e tratados com veículo; 
OVA+PNU0,5, OVA+PNU1,0 e OVA+PNU2,0: animais sensibilizados 
com OVA e tratados com PNU nas respectivas doses e 
OVA+MLA+PNU0,5: animais sensibilizados com OVA, e pré-tratados 
com MLA e posteriormente com PNU na dose de 0,5mg/Kg. Os 
gráficos representam a média ± erro padrão 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 número de eosinófilos 

no sangue periférico e nas vias aéreas 

 

O aumento dos eosinófilos recrutados para as vias aéreas pode 

depender do aumento de eosinófilos circulante no sangue periférico. 

Observou-se um aumento no número de eosinófilos no sangue periférico 

(Figura 11A) e nas vias áereas (Figura 11 B) nos animais do grupo OVA+Ve 

em relação ao controle (P≤0,001). O tratamento com PNU0,5 nos animais 

sensibilizados reduziu o número de eosinófilos no sangue (P≤0,001) e 

também seu recrutamento para as vias aéreas (P<0,05) em relação aos 

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

O tratamento com MLA reverteu os efeitos benéficos do tratamento 

com PNU, sendo que o grupo OVA+MLA+PNU0,5 apresentou número maior 

de eosinófilos tanto no sangue (P<0,05) quanto nas vias aéreas (P<0,05) em 

relação ao grupo OVA+PNU0,5. É importante ressaltar que, embora o MLA 

tenha revertido o efeito do PNU na quantidade de eosinófilos no sangue 

periférico nos animais sensibilizados, o grupo OVA+MLA+PNU0,5 ainda 

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

Nas figuras C, D e E, podemos observar foto representativa de 

pulmão corado com LUNA, que identifica eosinófilos, mostrando a presença 

dos eosinófilos na região peribroncovascular. Nota-se que o representativo 

do grupo controle (Figura 11C) apresenta poucas células coradas em 

relação ao representativo do OVA+Ve (11D). O tratamento com PNU0,5 nos 
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animais sensibilizados reduziu o número de células positivas ao redor da 

região peribroncovascular (11E). 

 

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

periférico 

 

A IgE é uma das principais moléculas associadas a patogênese da 

asma e está envolvida no recrutamento eosinofílico. Observou-se que os 

níveis de IgE estavam aumentados no grupo OVA+Ve em relação ao 

controle (P<0,05, Figura 11F). O tratamento com PNU reduziu os níveis de 

IgE no grupo OVA+PNU0,5 em relação ao grupo OVA+Ve (P<0,05), e o 

tratamento prévio com MLA reverteu totalmente os efeitos do PNU 

(OVA+MLA+PNU0,5 x OVA+PNU0,5, P<0,05).  
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Figura 11 -  Eosinófilos no sangue periférico, ao redor das vias aéreas e 

níveis de anticorpos IgE no sangue. O número de eosinófilos foi 
quantificado no sangue periférico (A) e, por meio da coloração  LUNA, 
ao redor das vias aéreas e espaço 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 
nicotínico α7nAChR, 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-PNU0,5, 
respectivamente. No painel F, está apresentado os níveis de IgE 
quantificados por ELISA, no sangue periférico. Controle: animais que 
receberam salina e foram tratados com veículo; OVA+Ve: animais 
sensibilizados com OVA e tratados com veículo; OVA+PNU0,5: 
animais sensibilizados com OVA e tratados com PNU na dose de 
0,5mg/Kg e OVA+MLA+PNU0,5: animais sensibilizados com OVA, e 
pré-tratados com MLA e posteriormente com PNU na dose de 
0,5mg/Kg. Os gráficos representam a média ± erro padrão 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 níveis de citocinas IL-4, 

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

 

As citocinas, particularmente as de perfil Th2, orquestram a resposta 

inflamatória na asma brônquica. Observou-se aumento dos níveis das 

citocinas IL-4 (Figura 12A), IL-13 (Figura 12AB) e IL-17 (Figura 12AC) no 

grupo OVA+Ve em relação ao controle (P<0,05). Os animais sensibilizados 

com OVA e tratados com PNU0,5 apresentaram redução nos níveis 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 níveis das citocinas IL-4 e IL-13 similares 

aos obtidos no grupo sensibilizado e tratado com veículo (OVA-Ve), sendo 

maiores em relação ao grupo OVA+PNU0,5 (P<0,05). Curiosamente, o MLA 

não impediu os efeitos do PNU nos níveis de IL-17. Os níveis 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 deposição das fibras colágenas, o espessamento do 

músculo liso e também do epitélio brônquico são características do 

remodelamento de vias aéreas. Não foram observadas diferenças 

significativas no comprimento da membrana basal das vias aéreas entre os 

três grupos estudados, sugerindo que as vias aéreas avaliadas foram todas 
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de tamanho equivalente (dados não mostrados). Na Figura 13, avaliamos a 

área do edema peribrônquico (A), do músculo liso (B) e do epitélio brônquico 

(C). Os animais sensibilizados com OVA e tratados com veículo (Grupo 

OVA+Ve) apresentaram aumento na área de edema peribrônquico (P<0,05), 

na área da musculatura lisa (P≤0,001), e na área de epitélio brônquico 

(P<0,05) em relação ao grupo controle. O grupo sensibilizado com OVA e 

tratado com PNU (OVA+PNU0,5) apresentou redução destas respostas em 

relação aos animais tratados com veículo (P<0,05 para área de edema e do 

epitélio brônquico, e P≤0,001 para a área de músculo liso). Observa-se as 

figuras D, E e F via aérea representativa de um animal do grupo Controle, 

OVA+Ve e OVA+PNU0,5, respectivamente. Nota-se claramente que a via 

aérea do animal do grupo OVA+Ve tem epitélio espessado com certo grau 

de constrição e intensa presença de células inflamatórias na região 

peribroncovascular associada ao edema.  

Ainda avaliou-se a proporção de volume de fibras colágenas (Figura 

14A) e elásticas (Figura 14B) depositadas nas vias aéreas. Observou-se que 

há um aumento do conteúdo de fibras colágenas e elásticas nas vias aéreas 

do grupo OVA+Ve em relação ao controle (P<0,01 e P≤0,001, 

respectivamente). O tratamento com PNU suprimiu a deposição de fibras 

colágenas no grupo OVA+PNU0,5 em relação ao grupo OVA+Ve (P<0,01), 

sem no entanto afetar o conteúdo de fibras elásticas nestes animais. 

Considerando que o equilíbrio de metaloproteases e seus inibidores estão 

bastante relacionados a deposição/degradação de componentes da matriz 

extracelular, avaliou-se o número de células positivas para a expressão de 
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MMP-9 e TIMP-1. Nota-se que há um aumento do número de células 

positivas para MMP-9 (P≤0,001) e TIMP-1 (P<0,01) no grupo OVA+Ve em 

relação ao grupo Controle. O tratamento com PNU reduziu 

significativamente estas respostas (P≤0,001 e P<0,05 comparado o grupo 

OVA+PNU0,5 com OVA+Ve, para MMP-9 e TIMP-1 respectivamente).  
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Figura 12 -  Níveis de IL-4, IL-13, IL-17 e IL-10 no lavado broncoalveolar 

dosados por ELISA. Os níveis 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 nicotínico α7nAChR, 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 veículo; OVA+Ve: animais 
sensibilizados com OVA e tratados com veículo; OVA+PNU0,5: 
animais sensibilizados com OVA e tratados com PNU na dose de 
0,5mg/Kg e OVA+MLA+PNU0,5: animais sensibilizados com OVA, e 
pré-tratados com MLA e posteriormente com PNU na dose de 
0,5mg/Kg. Os gráficos representam a média ± erro padrão de 4-7 
animais por grupo. *P≤0,001, **P<0,01 e #P<0,05.  
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Figura 13 -  Avaliação do edema peribrônquico, do músculo liso e do epitélio 
brônquic por morfometria no tecido pulmonar. As fotomicrografias 
representativas da área do edema peribrônquico (A), da musculatura 
lisa (B) e do epitélio brônquico (C) foram quantificadas por morfometria, 
técnica de contagem de pontos e retas, em pulmão 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 veículo (D); OVA+Ve: animais 
sensibilizados com OVA e tratados com veículo (E); OVA+PNU0,5: 
animais sensibilizados com OVA e tratados com PNU na dose de 
0,5mg/Kg (F). Os gráficos representam a média ± erro padrão de 6-8 
animais por grupo. *P≤0,001, **P<0,01 e #P<0,05 
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Figura 14 -  Avaliação do conteúdo de fibras da matriz extracelular ao redor 

das vias áereas. As fotomicrografias representativas do conteúdo de 
fibras colágenas (A) e elásticas (B) foram coradas respectivamente 
com picro-sirius e resorcina fucsina e foi quantificado ao redor das vias 
aéreas utilizando um sistema de análise de imagens. Esta análise foi 
realizada no pulmão 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 veículo; OVA+Ve: animais 
sensibilizados com OVA e tratados com veículo; OVA+PNU0,5: 
animais sensibilizados com OVA e tratados com PNU na dose de 
0,5mg/Kg. E a G representam pulmão corado para detecção de fibras 
colágenas de Controle, OVA+Ve e OVA+PNU0,5, respectivamente. H a 
J representam pulmão corado para MMP-9 de Controle, OVA+Ve e 
OVA+PNU0,5, respectivamente. Os gráficos representam a média ± 
erro padrão de 6-8 animais por grupo para fibras colágenas e elásticas 
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.  



Resultados  
  
 

 
Tese de Doutorado                 Cláudia Jeane Claudino de Pontes Miranda 

74 

4.7  Efeito do tratamento com PNU-282987 na expressão proteica do 

NF-ᴋB, STAT3, pSTAT3 e SOCS3. 

 

As vias NF-kB (Figura 15A), STAT3 (Figura 15B e C) e SOCS3 

(Figura 15D) estão envolvidas na modulação da resposta inflamatória em 

diversos modelos incluindo a asma. Observamos que a expressão proteica 

da subunidade p-65 de NF-kB, a fosforilação de STAT3 e a SOCS3 estão 

aumentadas no homogenato do pulmão de animais do grupo OVA+Ve em 

relação 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 não apresentou diferença significativa em relação ao controle em 

nenhum destes parâmetros. Não houve também diferença entre os grupos 

no conteúdo total de STAT3.  
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Figura 15 - Avaliação da expressão proteica do P65-NF-kB, dos transdutores 

de sinal e ativadores de transcrição 3 total (STAT3) e fosforilado 
(pSTAT3) e do supressor de sinalização de citocina 3 (SOCS-3) no 
homogenato pulmonar. A expressão de p65 de NF-kB (A), STAT3 
total (B), STAT3 fosforilada (C) e SOCS-3 (D) foram medidos por 
Western Blotting em homogenato do pulmão de animais sensibilizados 
com OVA e controle que receberam salina e foram ou não tratados 
com PNU0,5mg/kg. O gel é representativo dos média ± erro (5-
8animais por grupo) da porcentagem relativa ao controle que foram 
obtidos em uma experiência que foi repetidas por três vezes e os 
valores de p65NF-kB, STAT total e SOCS-3 foram normalizados pela 
β-actina, enquanto STAt3 fosforilada foi normalizada pelo total.  
Controle: Animais que receberam salina e foram tratados com veículo; 
OVA+Ve: animais sensibilizados com OVA e tratados com veículo; 
OVA+PNU0,5: 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 α7nAChR, nas alterações pulmonares em modelo de inflamação 

alérgica crônica das vias aéreas de camundongos. Os nossos resultados 

mostram que a ativação do α7nAChR pelo PNU-282987 reduz o infiltrado 

eosinofílico e o remodelamento das vias aéreas, o que foi associado a redução 

do número de células positivas para MMP-9 e TIMP-1. Além disso, a 

estimulação do α7nAChR reduziu consistentemente os níveis de anticorpos IgE 

e das citocinas de perfil Th2 como IL-4 e IL-13 e citocina IL-17, responsáveis 

pela patogênese da asma. O efeito antiinflamatório do PNU-282987 neste 

modelo se deve a redução do fator de transcrição NF-kB e da inibição da 

ativação do transdutor de sinal e ativador de transcrição STAT3 e do supressor 

de citocina 3 (SOCS3). 

O modelo de inflamação alérgica crônica pulmonar em camundongos 

utilizado no presente estudo já foi previamente estudado por nosso grupo de 

pesquisa (174, 177), e nossos resultados confirmam a eficácia deste modelo, onde 

os animais sensibilizados com ovoalbumina apresentam aumento de anticorpos 

anafiláticos IgE no sangue, a presença de eosinófilos nas vias áereas, no LBA 

e no sangue periférico, edema peribrônquico com remodelamento brônquico 

caracterizados por aumento na área de músculo liso e de epitélio associado a 

deposição de fibras colágenas na parede da via áerea. Desta forma este 

modelo se torna interessante para elucidação de novos mecanismos 
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envolvidos na fisiopatologia da asma brônquica e também de novos alvos 

terapêuticos.  

No pulmão, o α7nAChR é expresso em células epiteliais brônquicas 

humanas e de camundongos (155, 171, 172), células do músculo liso das vias 

aéreas (178), macrófagos alveolares e células dendríticas (155, 179). Além disso, 

este receptor está expresso em diversas células do sistema imune como 

linfócitos T e B e eosinófilos (135, 136, 179) que podem ser recrutadas para o 

pulmão frente a um estímulo. 

Observamos no presente modelo que há expressão de α7nAChR no 

pulmão tanto de animais sensibilizados quanto de animais controle. Embora 

haja certa tendência de aumento dos níveis de α7nAChR em animais 

sensibilizados com OVA, não houve diferença entre os dois grupos. Poucos 

trabalhos avaliaram se há modificação na expressão de α7nAChR em modelos 

de asma ou em pacientes asmáticos. Neste sentido, Chen et al. (2008) (180) 

mostraram que linfócitos T isolados do sangue de crianças asmáticas 

apresentam maior expressão de α7nAChR em relação aqueles isolados de 

crianças sem doença alérgica.  

Considerando que a ACh atua no pulmão dependendo do receptor ao 

qual se liga, podendo desempenhar um papel antiinflamatório ao atuar no 

receptor nicotínico e pró-inflamatório ao interagir com o receptor muscarínico, 

avaliamos a expressão do receptor muscarínico do tipo M3, que está bastante 

associado a uma atividade pró-inflamatória em modelos de doença pulmonar 

(181, 182). Esta análise teve como objetivo avaliar se neste modelo havia alguma 

alteração deste receptor induzidos pelo processo de sensibilização. 
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O tratamento de pacientes asmáticos e DPOC com drogas 

anticolinérgicas tem sido bastante evidenciado, e o efeito da ACh como 

broncoconstritor e mediador pro-inflamatório é bastante reconhecido em 

pacientes asmáticos e DPOC. Ohta et al. (2010) (183) ao administrar um 

antagonista seletivo para o receptor muscarínico M3, reduziu significativamente 

a produção de citocinas Th2 em animais sensibilizados com OVA. Em células 

epiteliais de humanos, Kistemaker et al. (2012) (184) mostraram que o tiotrópium 

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

O uso de agonistas seletivos e não seletivos do α7nAChR tem sido 

associada a supressão da resposta inflamatória em diversos modelos de 

inflamação sistêmica (126, 140, 156, 157). No pulmão algumas evidências sugerem 

que a estimulação do α7nAChR também reduz a inflamação (130, 154, 155, 157), 

contudo a maioria dos trabalhos realizados utilizaram modelos de inflamação 

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 redução de eosinófilos e 

células totais como parâmetro de eficácia do tratamento. A dose mais eficaz 

para a redução da inflamação pulmonar foi a de 0,5 mg/kg, e esta dose não 

alterou o número de células do LBA dos animais controle expostos a solução 

salina, sugerindo que a dose é segura.  

A administração de PNU em animais sensibilizados reduziu o número de 

neutrófilos, macrófagos, linfócitos e eosinófilos no LBA. Outro trabalho já havia 

mostrado em modelo de inflamação aguda o efeito do PNU em neutrófilos e 
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macrófagos (155), entretanto não foram avaliados modelos alérgicos onde o 

eosinófilo é uma das células mais importantes. A biologia do eosinófilo está 

bem concebida para causar inflamação das vias aéreas, hiperresponsividade e 

obstrução ao fluxo aéreo (45). Os eosinófilos são identificados como as 

principais células efetoras da asma, devido aos elevados números de 

eosinófilos detectados nas vias aéreas e parênquima pulmonar de pacientes 

asmáticos (61, 185) e por sua capacidade de secretar uma grande variedade de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-4, IL-5 e IL-13 (186). 

O aumento dos eosinófilos recrutados para o pulmão pode depender do 

aumento dos eosinófilos circulantes no sangue periférico. A ativação de 

α7nAChR com PNU-282987 inibiu consistentemente o recrutamento de 

eosinófilos uma vez que estas células foi reduzida tanto no sangue periférico 

quanto em vias respiratórias e no LBA. Poucos estudos avaliaram os efeitos da 

modulação de receptores nicotínicos em modelos de asma. Neste contexto, 

Mishra et al. (187) mostraram que animais sensibilizados e tratados com nicotina, 

que é um agonista inespecífico dos receptores nicotínicos, apresentaram uma 

redução na migração eosinofílica e linfocítica, bem como das citocinas de Th2 , 

quimiocinas, IL-4, IL-5, IL- 13 e IL-25, além da redução de IgE. Blanchet et al. 

(135, 162) também mostraram que um agonista não seletivo de receptores 

nicotínicos atenuou o infiltrado de eosinófilos no pulmão e os níveis de IgE em 

modelo experimental de asma e também em eosinófilos isolado de sangue 

humano. Contudo os trabalhos acima citados utilizaram agonistas nicotínicos 

não seletivos, que tem pouco potencial terapêutico devido a toxicidade e a 

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

esclarecer o papel específico do α7nAChR nestas respostas.  

Um estudo recente sugere que a asma alérgica desencadeada por 

resposta Th2 pode ocorrer mesmo sem a participação do anticorpo IgE (43). 

Entretanto outros estudos relatam que IgE tem um papel central na indução e 

manutenção da resposta alérgica (40, 188); e de fato é considerada uma revelante 

molécula associada a patogênese das alergias (189). Observamos que o PNU 

reduziu os níveis de IgE nos animais sensibilizados, o que pode explicar o 

importante efeito observado no recrutamento de eosinófilos. Interessante que o 

tratamento foi administrado após a segunda semana da sensibilização quando 

os animais já estão sensibilizados. Estes dados corroboram resultados 

encontrados por Mishra (187) e Blanchet (135, 162).  

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

alérgica (39, 40) e as citocinas IL-4 e IL-13 são responsáveis por estimular a 

produção de IgE em linfócitos B (40, 60) e estão envolvidas no recrutamento de 

eosinófilos e na persistência da resposta inflamatória (45, 62, 190, 191). O 

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

quanto IL-13 no pulmão. 

Embora a asma seja considerada uma doença alérgica de perfil 

inflamatório clássico Th2, algumas citocinas emergentes, dentre elas, IL-17 

vem sendo estudadas para melhor compreensão da fisiopatologia da asma. 

Apesar dos trabalhos associarem aumento em IL-17 principalmente com asma 

grave onde há aumento de neutrófilos (72, 73). Wakashin et al. (77) sugerem que 

Th17 pode colaborar com o aumento da inflamação eosinofílica mediada por 
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citocinas Th2. Os animais que receberam tratamento com PNU apresentaram 

níveis menores de IL-17, e embora não se saiba se esta resposta é causa ou 

consequência dos efeitos do PNU em citocinas Th2, esse é o primeiro relato, 

no nosso conhecimento, que tenha observado redução da citocina IL-17 por 

meio da estimulação do α7nAChR em modelo experimental de asma. 

Corroborando essa ideia, Jeremias et al. (153) observaram que animais com 

deficiência colinérgica, por redução do VAChT, apresentaram aumento de 

células Th17 e de citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α após indução da sepse, 

sugerindo que a via colinérgica antiinflamatória possa ter um efeito mediado 

por Th17. 

Detectamos que o pré-tratamento com MLA, um antagonista de receptor 

α7nAChR, aboliu os efeitos antiinflamatórios do PNU, onde o grupo 

OVA+MLA+PNU0,5 apresentou resposta inflamatória semelhante aquela 

observada no grupo OVA+Ve, demonstrando que os efeitos do PNU são 

dependentes da ativação de α7nAChR. Surpreendentemente, os efeitos do 

PNU nos níveis de IL-17 não foram abolidos pelo pré-tratamento com MLA, 

sugerindo que talvez o PNU possa ter um efeito independente do α7nAChR no 

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

A IL-10 é uma citocina regulatória, entretanto sua diminuição ou 

aumento na asma ainda não é um consenso (192, 193). Embora diversos autores 

tenham avaliado se a via colinérgica antiinflamatória é dependente de IL-10, 

poucos conseguiram comprovar este efeito (194). No presente estudo não 

observamos efeito algum em IL-10, nem da sensibilização com ovoalbumina 
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nem do estímulo do receptor α7nAChR, o que corrobora dados anteriores do 

nosso grupo (152) e de outros (110).  

O remodelamento pulmonar é uma característica marcante na 

patogênese da asma, que envolve diversas alterações estruturais nas vias 

aéreas, incluindo espessamento da membrana basal e do epitélio, além de 

alterações da matriz extracelular. Sua relação com a ativação do α7nAChR foi 

pouco estudada. Neste sentido, Maouche et al. (161) descreveram que α7nAChR 

controla a plasticidade do epitélio das vias respiratórias humanas por regulação 

da proliferação e diferenciação das células basais.  

Observamos que o tratamento com PNU reduziu a área de edema 

peribrônquico ao redor das vias aéreas, uma característica importante da 

resposta inflamatória. Além disso, houve redução da área da camada de 

músculo liso e também da área do epitélio brônquico induzido pelo tratamento 

com PNU. Ainda, notamos que o PNU reduziu a deposição de fibras colágenas 

ao redor das vias aéreas, sem, no entanto afetar o conteúdo das fibras 

elásticas. Isto está de acordo com os nossos resultados, já que os ciclos 

repetitivos de inflamação, cicatrização e reparo, que culminam com o processo 

de remodelamento brônquico, também são provocados por muitas células 

inflamatórias, estruturais e algumas citocinas, que foram neste estudo 

atenuadas pelo tratamento com PNU.  

Algumas evidências mostram que o eosinófilo desempenha um papel 

crucial na patogênese do remodelamento brônquico (46, 92), bem como as 

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

diminuiu o número de células caliciformes e a deposição de fibras colágenas 
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(90). A citocina  IL-17  também tem sido relacionada ao aumento da produção de 

proteínas da matriz extracelular e regulação da função do músculo liso (91, 195). 

Outro mecanismo  importante que tem sido associado ao remodelamento é o 

nível de IgE. Sabe-se que a IL-4 estimula a produção de IgE que por sua vez é 

mediador do remodelamento brônquico uma vez que tem efeito na síntese de 

α-actina no músculo liso e no colágeno do tipo 3 (196, 197).  

A relação do conteúdo das fibras elásticas na asma ainda é controverso. 

Embora alguns autores tenham demonstrado sinais de elastólise na camada 

superficial de biópsias brônquicas de pacientes asmáticos de diversos graus de 

intensidade (198), outros não conseguiram demonstrar diferença 

estatisticamente significativa entre a quantidade de elastina de asmáticos e não 

asmáticos (199).  

As metaloproteinases (MMP´s) e seus inibidores teciduais (TIMPs), em 

situações de desequilíbrio contribuem para o dano tecidual e algumas das 

características do remodelamento observadas na asma (81). A MMP-9 é ainda 

produzida por células inflamatórias, como macrófagos, neutrófilos e eosinófilos 

(99, 100) e tem relação com citocinas Th2 e também com Th17 (99). No presente 

estudo encontramos aumento dos níveis de MMP-9 e TIMP-1 nos animais 

sensibilizados, revertidos após o tratamento com PNU. Embora MMP-9 

represente um marcador da inflamação e remodelamento das vias aéreas em 

pacientes com asma grave (101) e tenha sido encontrada em altas 

concentrações no plasma e no lavado brônquico, associado a uma resposta 

diminuída do TIMP-1, em pacientes com exacerbação aguda de asma e mal 

asmático (101, 102), nenhum trabalho foi realizado com ativação específica do 
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α7nAChR investigando o comportamento das MMP-9 e seus inibidores 

teciduais TIMP-1 em modelo experimental de asma. Blanchet et al. (2007)(135) 

demonstraram que Dimetilfenilpiperazina (agonistas não selectivos de 

receptores nicotínicos) reduz a função de eosinófilos in vitro e a liberação de 

MMP-9.  

Diversos mecanismos têm sido propostos para entender como a 

ativação do α7nAChR modula a reposta inflamatória em diferentes modelos, e 

uma hipótese seria por inibição da translocação do fator de transcrição NF-kB 

(145) e também pela activação da via de JAK2/STAT3 (133). A via JAK2/STAT3 

pode também regular negativamente a ligação de NF-ᴋB ao DNA e/ou 

aumentar a atividade do supressor de citocina 3 (SOCS3), que culmina com a 

inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias [para revisão veja (200)]. 

Nosso grupo demonstrou que a deficiência colinérgica em animais knock down 

para VAChT aumentou a ativação de NF-kB e reduziu a via JAK-STAT-SOCS e 

por isso induziu a inflamação pulmonar (152). No entanto, as vias de sinalização 

intracelulares para ativação do α7nChR em modelo experimental de asma são 

pouco conhecidas.  

A inibição do p-65-NF-kB está envolvida na redução da produção de 

citocinas (132, 146). Observamos que os animais sensibilizados (OVA+Ve) 

mostraram um aumento na expressão do NF-kB total no pulmão em 

comparação com o controle. O tratamento com PNU-282987 reduziu a 

expressão de p-65-NF-kB. Isto por sua vez pode explicar os mecanismos 

envolvidos nas respostas antiinflamatórias do tratamento com PNU no grupo 

OVA sensibilizado. No pulmão, a administração de agonistas α7nAChR 
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(nicotina, colina e PNU-282987), em modelo animal de lesão pulmonar aguda 

induzida por àcido, reduziu a diferenciação de neutrófilos e os níveis de 

citocinas pró-inflamatórias no LBA e impediu a ativação do NF-kB em 

macrófagos alveolares (155). Ainda corroborando os nossos resultados, outros 

autores mostraram que a ativação do α7nAChR reduziu a translocação nuclear 

do NF-kB e, consequentemente, a transcrição de citocinas pró-inflamatórias 

(139, 145). Recentemente, em modelo experimental de asma, Tully et al. 

(2013)(201) demonstraram que a ativação do NF-kB ocorre no epitélio das vias 

aéreas e pode contribuir para a inflamação, hiperresponsividade e 

remodelamento pulmonar. Em outro estudo similar, Poynter et al. (2004) (202) 

demonstraram, em  animais sensibilizados com OVA, que a ativação do NF-kB 

nas vias aéreas aumentou a resposta inflamatória representada, neste modelo, 

pelos aumentos dos níveis 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 não 

apresentar resposta na hiperresponsividade das vias aéreas (203). Todos esses 

trabalhos nos dão suporte para sugerir que os efeitos anti-inflamatórios do PNU 

podem ter sido também devido a inibição do NF-kB. Embora não tenhamos 

avaliado a fosforilação de NF-kB, sabe-se que a subunidade p-65 está 

relacionada a ativação desta via, uma vez que é necessaria para ativar a 

transcrição gênica de NF-kB junto com c-REL e RERb (203, 204). 

Há muito se debate sobre os papeis pró e antiinflamatórios do STAT3 

que parecem ser altamente específicos de acordo com a célula estimulada. 

Essa discrepância nos efeitos de STAT3 pode ser explicada, pelo menos em 

parte, pela indução de distintos conjuntos de genes alvo por STAT3 em 
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diferentes células (151). No presente estudo, os animais sensibilizados com OVA 

apresentaram aumento na fosforilação de STAT3 no pulmão e o tratamento 

com PNU-282987 inibiu esta ativação. Nossos resultados corroboram os dados 

apresentados por Peña et al. (2010)(150) onde a inibição da fosforilação de 

STAT3 por stattic (inibidor da fosforilação de STAT3), conteve a resposta 

inflamatória e aumentou a sobrevida em modelo experimental de sepses. Estes 

autores ainda sugeriram que a fosforilação de STAT3 regula a via NF-kB para 

modular respostas imunes e inatas em resposta  infeção. Além disso, 

Chatterjee et al. (2009) (149) utilizando linhagem de célula endotelial observaram 

que ao administrar GTS-21 (agonista seletivo α-7), houve inibição da 

fosforilação de STAT3 e supressão das alterações mediadas por IL-6 nesta 

linhagem.   

Em modelo experimental de asma, Simeone et al. (2007) (163) 

demonstraram que o nocaute condicional de STAT3 no epitélio das vias aéreas 

diminuiu o recrutamento de eosinófilos para as vias respiratórias, a liberação de 

citocinas Th2 no pulmão em relação aos animais sem modificação genética. 

Em conjunto, todos esses estudos formenta que neste modelo de asma a 

redução da fosforilação de STAT3 pelo tratamento com PNU-282987, possa ter 

regulado negativamente o NF-KB e inibido a produção de citocinas pró-

inflamatórias.  

Embora o supressor de sinalização de citocina 3 (SOCS-3) seja melhor 

compreendido como regulador negativo da via JAK-STAT (de Jonge et al; 

2005)(133), o mecanismo bioquímico desta regulação mediada SOCS ainda não 

está totalmente elucidado. Além disso, vias inibitórias adicionais têm sido 
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propostas para bloquear a fosforilação de STAT (Murray et al., 2007 (205)). Por 

outro lado, na asma, Seki et al. (2003)(206) demonstraram que os níveis de IgE, 

citocinas Th2 e o infiltrado eosinofílico no LBA estavam aumentados em 

animais com nocautes para SOCS3 em comparação com os selvagens. Estes 

autores ainda sugerem que a expressão de SOCS3 em células T correlaciona-

se fortemente com a gravidade da asma. Observamos que os animais 

sensibilizados e tratados com PNU apresentaram uma redução na expressão 

de SOCS3 em relação ao grupo OVA+Ve e ainda não apresentaram diferença 

quando comparado ao controle. Assim, estes dados sugerem que apesar de 

SOCS3 ser considerado um regulador negativo em algumas vias de sinalização 

(JAK/STAT), neste modelo, a redução da sua expressão de SOCS3 no grupo 

OVA+PNU0,5, foi associada a redução da inflamação.   

É importante destacar, que estes dados diferem do que obtivemos em 

animais com redução de VAChT, onde a redução da liberação de ACh induziu 

redução de JAK2, o que não ativou STAT3 e SOCS3 (152). Entretanto cabe aqui 

considerar que estes animais não tinham nenhuma doença pulmonar e que as 

vias STAT3 e SOCS3 podem atuar de forma diferente no controle da resposta 

inflamatória dependendo da fisiopatologia da doença.  

Os limites do nosso trabalho precisam ser pontuados. Não avaliamos, 

neste momento, o efeito da ativação α7nAChR na função pulmonar. Além disso 

estudos com animais knockout para o α7nAChR poderiam reforçar a 

participação especifica deste receptor nas alterações obtidas. Por fim, 

esclarecer os exatos mecanismos intracelulares envolvidos nas respostas 

obtidas será importante em futuros trabalhos. 
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Em conclusão, nossos dados mostram que o uso de um agonista 

específico do α7nAChR reduz a inflamação eosinofílica, os níveis 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 

antiinflamatórios da ativação do α7nAChR incluem redução do NF-kB, inibição 

da pSTAT3 e redução na liberação de SOCS3 no pulmão. Coletivamente 

nossos dados sugerem que o receptor α7nAChR possa ser um novo alvo de 

interesse terapêutico para o tratamento da asma. 
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