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Miranda CJCP. Avaliacdo da funcdo e da histopatologia pulmonar em modelo
experimental de inflamagdo pulmonar alérgica crénica: efeitos da redugdo da funcao
colinérgica em camundongos geneticamente modificados [Dissertacdo]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

INTRODUCAO: A Asma Broénquica é caracterizada por obstrucdo ao fluxo aéreo,
reversivel ou nao, e processo inflamatério pulmonar, caracterizado principalmente por
eosinofilia. A persisténcia da inflamacdo pode induzir processo de reparo pulmonar
associado a reducdo progressiva da funcdo pulmonar. A recente descricdo do sistema
colinérgico anti-inflamatério, um mecanismo neural que suprime a resposta imune inata e
controla a inflamagéo por inibicdo de citocinas proinflammatorias, e a detec¢éo de alguns
de seus componentes em células de vias aéreas sugerem uma importante participacao
deste sistema na fisiopatologia de doencas pulmonares. O principal mediador deste
sistema é a acetilcolina (ACh), que é estocada em vesiculas sinapticas pelo transportador
vesicular de ACh (VAChT), proteina essencial para sua liberacao. OBJETIVOS: Avaliar
os efeitos da deficiéncia colinérgica por reducdao da VAChT nas alteracbes pulmonares
observadas em modelo experimental de inflamacao pulmonar induzida pela exposicao
cronica a ovoalbumina. METODOLOGIA: A reducdo colinérgica foi induzida pela
modificacdo genética nos niveis de VAChT. Camundongos machos selvagens e mutantes
foram submetidos ao protocolo de sensibilizacdo subcutdnea com ovoalbumina ou salina
nos dias 0, 7 e 14. Apéds, foram submetidos a desafios inalatérios com ovalbumina a 1%
ou inalagbes de salina por 20 minutos nos dias 26, 27 e 28. No dia 29, foi realizada a
avaliagdo da mecanica pulmonar, da inflamagéo no lavado broncoalveolar e no tecido e
analise histologica de remodelamento e expressao de MMP-9 e TIMP-1 por
imunohistoquimica. Também foi quantificado por ELISA niveis de IL-4, IL-10 e de TNF-a
no homogenato pulmonar. A andlise estatistica considerou um p<0,05 como significativo.
RESULTADOS: Animais sensibilizados apresentaram hyperresponsividade brénquica,
inflamacédo e edema peribrénquico e deposicao de fibras colagenas e elasticas ao redor
das vias aéreas comparado ao grupo salina (p<0,05). Além disso houve aumento de IL-4
no homogenato pulmonar e da expressao de MMP-9 e TIMP-1 nas células inflamatérias.
Os animais mutantes, independente de serem ou ndo sensibilizados, apresentaram
aumento de TNF-a no pulméao. Os animais mutantes que foram submetidos ao protocolo
de sensibilizacdo mostraram aumento da hiperresponsividade brénquica, do eosindfilos,
do edema e da deposicao de colageno comparado aos animais selvagens que também
foram sensibilizados com ovoalbumina. Estas alteracbes podem ser atribuidas ao
aumento de IL-4 e de MMP-9/TIMP-1 que foi observado nos animais mutantes e
sensibilizada em comparagédo com o os selvagens sensibilizados. Nao houve diferenca
nos niveis de IL-10 nos grupos experimentais. Conclusao: A deficiéncia colinérgica piora
a hiperresponsividade bronquica, a inflamacdo eosinofilica e o remodelamento,
principalmente por interferir com a citocina pré-inflamatéria IL-4 e na propor¢cao de MMP-9
e TIMP-1. Estes dados sugerem que a via colinérgica antiinflamatéria esta envolvida na
fisiopatogenia da asma e necessita ser mais investigada.

DESCRITORES: proteina de transporte vesicular de acetilcolina, asma brénquica,
acetilcolina, inflamagéao experimental dos pulmdes, mediadores da inflamacéao.






Miranda CJCP. Evaluation of lung function and histopathology in an experimental model of
chronic allergic pulmonary inflammation: effects of reduced cholinergic function in
genetically modified mice [Dissertation]. Sdo Paulo: School of Medicine, University of Sao
Paulo, 2012.

BACKGROUND: Bronchial asthma is characterized by reversible or not airflow
obstruction and pulmonary inflammation, mainly characterized by eosinophilia. The
persistence of inflammation can induce lung repair process associated with progressive
reduction in lung function. Recent evidence of the cholinergic anti-inflammatory system, a
neural mechanism that suppresses the innate immune response and control inflammation
by proinflammatory cytokines inhibition, and the detection of some of its components in
airway cells suggest an important role of this system in pulmonary physiopathology. The
main mediator of this system is acetylcholine (ACh), which is stored in synaptic vesicles by
vesicular acetylcholine transporter (VAChT), an essential protein for ACh release. AIMS:
To evaluate the effects of cholinergic deficiency by VAChT reduction on pulmonary
alterations observed in an experimental model of pulmonary inflammation induced by
chronic exposure to ovalbumin. METHODS: The cholinergic deficiency was induced by
genetic modification on VAChT levels. Wild-type and mutant male mice were submitted to
subcutaneous ovalbumin sensitization or saline protocol on days 0, 7 and 14. After,
animals were submitted to inhalation challenge with ovalbumin 1% or saline for 20 minutes
on days 26, 27 and 28. On day 29, we evaluated the pulmonary mechanics, inflammation
in bronchoalveolar lavage and in airways, histological analysis of airway remodeling and
the expression of MMP-9 and TIMP-1 by immunohistochemistry. It was also quantified by
the levels of IL-4, IL-10 and TNF-a in lung homogenate. The statistical analysis were
performed and a p<0.05 was considered significant. RESULTS: Sensitized animals
presented bronchial hyperresponsividade, airway inflammation and edema and collagen
and elastic fibers deposition of collagen and elastic fibers around the airways compared to
saline group (p <0.05). Furthermore, there was an increase of IL-4 in lung homogenate
and the expression of MMP-9 and TIMP-1 in inflammatory cells. The mutant animals,
regardless the sensitization, showed an increase in lung content of TNF-a. The mutant
and sensitized animals showed an increase in bronchial hyperresponsiveness, in
eosinophils, edema and collagen deposition in airways compared to the wild type and
sensitized animals. These changes can be attributed to increased IL-4 and MMP-9/TIMP-1
that were observed in mutant and sensitized animals. There was no difference in levels of
IL-10 in the experimental groups. Conclusion: The cholinergic deficiency worsens
bronchial hyperresponsiveness, eosinophilic inflammation, and airway remodeling mainly
by interfering with the pro-inflammatory cytokine IL-4 and in MMP-9/TIMP-1 ratio. These
data suggest that anti-inflammatory cholinergic pathway is involved in the asthma
pathogenesis deserves further investigation.

DESCRIPTORS: vesicular acetylcholine transporter protein, bronchial asthma,
acetylcholine, experimental lung inflammation, inflammatory mediators.
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1.1 ASMA BRONQUICA

1.1.1. DEFINICAO

O termo asma vem do verbo grego, aazein que significa exalar com a
boca aberta (Marketos e Ballas, 1982). Dos escritos de Hipécrates (460-370
a.c.) aos conhecimentos atuais, sustentados pelo progresso da pesquisa
cientifica no mundo, houve grandes avancos na fisiopatogénese, terapéutica
e controle da asma. A definicdo da asma foi recentemente atualizada em
2011, pela Global Initiative National Of Asthma (GINA), onde:

“A asma é uma desordem crénica inflamatadria de vias aéreas onde diversas
células e elementos celulares desempenham um papel. A inflamagdo crénica esta
associada com a hiperresponsividade das vias aéreas que tem como consequéncia,
episddios recorrentes de sibilos, dispnéia, aperto no peito e tosse particularmente a
noite ou no inicio da manhd. Estes episodios estdo normalmente associados a
obstrugdo varidvel ao fluxo aéreo que é normalmente reversivel espontaneamente

ou com tratamento”.

1.1.2. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Segundo dados da Organizacdao Mundial de Saude (OMS) revisados
em 2010, estima-se que 235 milhdes de individuos de todas as idades,
etnias e paises sao afetados Pela asma no mundo e que cerca de 250.000
pessoas morrem prematuramente a cada ano como resultado desta doenca

cronica.

Apesar destes dados alarmantes, as revisbes anuais do GINA

descrevem a diminuicao da mortalidade da asma em paises industrializados,

DISSERTACAO DE MESTRADO Cldudia Pontes Miranda
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porém com elevacdes progressivas na morbidade associada a asma.

A asma é considerada um problema de saude publica mundial com
prevaléncia global em torno de 1% a 18% da populacdo em diferentes
paises. Todavia a asma é a doenca mais comum entre as criancas (Di Lallo
et al., 2011). Existem fortes evidéncias que as diferencas entre os paises na
prevaléncia dos sintomas da asma vém sendo reduzidas, com diminui¢cdo
desta prevaléncia na América do Norte e Europa Ocidental e aumento nas
regides onde a prevaléncia era anteriormente baixa (GINA, 2011).

Até 2025 ha uma estimativa de crescimento da populacdo mundial
urbana de 45% para 59%, sugerindo aumentos significativos na prevaléncia
da asma (Bousquet et al., 2007), devido ao aumento da urbanizacéo e ao
fato de que as comunidades vem adotando estilos de vida mais ocidentais.

Além disso, a asma gera forte impacto s6cio—econémico em todas as
comunidades ao redor do mundo devido ao absenteismo no trabalho,
principalmente da populagdo economicamente ativa, e das criangas em
idade escolar, além do aumento do gasto familiar e publico com medicacgdes
e internagdes frequentes e ainda reducao da qualidade de vida do individuo,
pois gera disturbio do sono, fadiga e restricdo da atividade fisica, entre

outros (Souza-Machado et al., 2010).

No Brasil foram realizados até os dias de hoje trés consensos e
diretrizes nacionais para o0 manejo da asma e segundo a Sociedade
Brasileira de Pneumologia, anualmente ocorrem cerca de 350.000
internacdes, constituindo-se na quarta causa de hospitalizacao pelo Sistema
Unico de Saude (2,3% do total), e ainda a terceira causa entre criangas e
adultos jovens (Ministério da Saude, 2005). Além disso, neste periodo, 0s
custos com internacdes por asma foram de 96 milhées de reais gastos pelos
cofres publicos, o que correspondem a 1,4% do gasto total anual com todas

as doencas.

DISSERTACAO DE MESTRADO Cldudia Pontes Miranda
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Considerando os dados catalogados pelo DATASUS (Base de dados
do Sistema Unico de Satde), no periodo de 2000 a 2011, o Brasil vem
apresentando grandes avanc¢os no controle e manejo da asma com reducéao
no numero de hospitalizagcdes na ordem de 397.333,00 em 2000, para
192.601,00 em 2011 — reducdo de 51%. Além disso, enquanto a prevaléncia
da asma vem aumentando em alguns paises, no Brasil ela se mantém
estavel (Di Lallo et al., 2011; Rio et al., 2002).

Acredita-se que este avango do controle da asma no Brasil, deva-se a
melhor compreensao da doenca por parte dos portadores e a distribuicdo de
medicamentos de alto custo para os pacientes asmaticos graves, bem como
aos programas de atencao primaria de educacado para asma que estao
sendo implantada com sucesso no Brasil, levando a melhor ades&o do
paciente ao tratamento e consequentemente a reducdo no numero de
internacdes (Silveira et al.,2009; Dalcin et al.,2009). O investimento da renda
publica brasileira nos programas de prevencao familiar saltou de 1,8 bilhdes
em 2003 para 9,6 bilhdes em 2010, o que comprova a importancia destes
programas de atencao primaria (Ministério da Saude, DataSUS, 2011).

No Estado de Sdo Paulo, segundo o Ministério da Saude 2010, as
internacées por asma também vem diminuindo progressivamente. No
entanto, o ritmo de redugcdo é mais acelerado no interior do que na regiao
metropolitana. Em 1998, o numero de interna¢des em todo o Estado era de
38,2 mil, caindo para 17,1 mil em 2009 — reducdo de 55%. A capital
concentra metade das internagcdes em todo o Estado. Se em 98 as
internacdes por asma na regido metropolitana correspondiam a 27% do total
do Estado, em 2009 essa patrticipacao saltou para 49%. Acredita-se que esta
estatistica na capital deva-se a uma maior precisdo no diagnéstico realizado

e a poluicao ambiental.

Apesar dos avangos no manejo da asma o custo para o seu controle é
bastante elevado, porem o custo de nao tratar corretamente € ainda maior.

(Cooper et al., 2009). Ha evidéncias convincentes de que programas de
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educacgao para a asma € a inferéncia do diagnostico e tratamento precoce
podem prevenir a progressao da doenca modificando assim a qualidade de
vida do paciente (Taylor et al., 2008).

1.1.3. FATORES DE RISCO

A asma tem etiologia multifatorial e pode ser dividida entre os fatores
que causam o desenvolvimento da asma (fatores genéticos) e aqueles que
desencadeiam os sintomas (fatores ambientais), além da associacdo de
ambos os fatores (GINA, 2011; Subbarao et al., 2009).

A identificacdo de varios genes para a asma ou fendtipos
relacionados tem sido foco atual da pesquisa para melhor compreensao da
etiologia e fisiopatologia das doencas alérgicas. Ha fortes evidéncias de que
a asma € uma doenca geneticamente determinada (Howard et al., 2003).

Existe uma extensa variedade de genes envolvidos na
susceptibilidade da asma que englobam diversas acdes e funcdes, entre
eles: 1) Genes que codificam as moléculas associadas com a imunidade
inata e imunorregulacao; 2) Genes envolvidos com a diferenciacao e funcao
das células efetoras Th2; 3) Genes envolvidos com a biologia e imunidade
das células de mucosa; 4) Genes que participam da funcdo pulmonar,
gravidade da doenga e remodelamento tecidual; e 5) Genes que controlam a
contracdo da musculatura lisa da via area (Vercelli, 2008; Robert et al.,
2010).

Dentre o0s genes identificados, sabe-se que ha varios lbcus
relacionados com a predisposicdo da asma, como por exemplo, o do
receptor para imunoglobulina E (IgE) de alta afinidade FceRIB que se
relaciona com o cromossomo 11g. Além disso, mutagdes genéticas do

cromossomo 5@ contem genes para citocinas como interleucinas (IL): IL-3,
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IL-4, IL-9, IL-12, IL-13 as quais sdo importantes para o desenvolvimento da
inflamacdo na asma. A IL-4 que esta também correlacionada com o
cromossomo 16 é uma das principais citocinas responsaveis pela
diferenciacao linfocitaria Th2 e pelo estimulo a producéao de IgE (Walley et
al., 1996; Martinez et al., 1998). Existe correlacdo entre a eosinofilia e o
cromossomo 6qg, o receptor de células T ao cromossomo 14, interferon —Y
(IFN-Y) e o fator de crescimento dos mastécitos com o cromossomo 12 e
ainda a ligacao do cromossomo 5g com a hiperresponsividade brénquica
(Postma et al.,1995).

Além dos fatores genéticos, € de grande relevancia destacar os
fatores ambientais, que podem agir em conjunto ou isoladamente aos
genéticos, e que quando associados sao responsaveis pelas formas mais
graves da asma. Os estimulos para desencadear a hiperresponsividade
observada na asma brénquica sao diversos, entre eles, drogas, estresse,
exercicio fisico, poluentes atmosféricos, alérgenos, estimulos ocupacionais,

tabagismo passivo e ativo, entre outros, como demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Fatores que influenciam o desenvolvimento e a expressao

da asma.

FATORES INDIVIDUAIS

-Genéticos: Pré-disposicéo a atopia e a hiperresponsividade
-Obesidade

-Sexo

FATORES AMBIENTAIS

ALERGENOS

-Domésticos: Acaros, animais (cies, gatos, ratos), fungos,mofo
-Externos: Pdlen, fungos,leveduras,mofo,hifas

AGENTES OCUPACIONAIS

-Tabaco: Fumantes ativos e passivos

-Poluentes: Domésticos e ambientais

-Infecgdes: predominantemente viral

-Dieta

-Drogas

FATORES QUE PRECIPITAM A EXACERBACAO DA ASMA E/OU
CAUSA PERSISTENCIA DOS SINTOMAS

-Alérgenos domeésticos e externos
-Poluentes domésticos e externos
-Infeccdes respiratorias
-Exercicio e hiperventilagao
-Mudancas climaticas

-Diéxido de enxofre

-Comidas, aditivos, drogas
-Condicao emocional

-Fumaca do cigarro

-Irritantes inalat6rios com sprays, tintas e outros

Fonte: GINA 2011
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1.1.4 FISIOPATOLOGIA DA ASMA

A asma é um distarbio inflamatério das vias aéreas que envolve
diversas células inflamatérias e multiplos mediadores, os quais resultam nas
suas caracteristicas fisiopatolégicas (Bafadhel et al., 2012). O padrao
inflamatério da asma esta fortemente associado com a hiperresponsividade

das vias aéreas e a seus sintomas clinicos (Brannan, 2010).

O processo de sensibilizacdo da doenca representa a primeira etapa
para o desenvolvimento do quadro asmatico. Para que este processo ocorra,
os alérgenos inalados entram inicialmente em contato com a mucosa
respiratéria e sdo capturados por células dendriticas presentes no epitélio
brénquico. Estas células, incluindo no caso do pulmdo os macréfagos
alveolares, sdo capazes de reconhecer, processar o antigeno e apresentar
seus fragmentos peptidicos ligados a molécula do complexo principal de
histocompatibilidade classe I (MHC Il) aos linfécitos T auxiliares (Hawrylowic
e O'Garra, 2005).

Os linfécitos T CD4+, em individuos com pré-disposicao genética, se
diferenciam em linfécitos Th2 produzindo um padréo de citocinas, sobretudo
as IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, que -caracterizam a resposta

predominantemente humoral.

As citocinas produzidas pelos linfécitos T fazem com que estas
células estimulem a producao de IgE por linfécitos B (fase de sensibilizacao
alérgica), além de estimular a proliferacdo de mastocitos e ativacédo e
aumento da sobrevida dos eosindfilos. Estudos epidemiolégicos e
observacgdes clinicas apontam uma importante correlagéo entre os niveis de

anticorpos IgE e a gravidade da asma (Varner e Lemanske, 2000).

Apo6s a sensibilizagdo do individuo e frente a nova exposigao ao
antigeno, a IgE liga-se aos receptores de alta afinidade expressos em

mastocitos e basdfilos (Harris et al.,1995), o que induz a desgranulacao
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mastocitaria com consequente liberacdo de mediadores pré-inflamatérios
como histamina, citocinas e leucotrienos que atuam aumentando a
permeabilidade das células epiteliais, entre outros fatores. Neste momento, o
antigeno pode entédo, atingir a mucosa e ativar mastocitos e eosinéfilos que,
por sua vez, liberam mais mediadores, perpetuando assim a cascata

inflamatoéria.

De modo geral, como podemos observar na Figura 1, a resposta
asmatica pode ser dividida em duas fases, uma que ocorre minutos apés o
contato com o antigeno (resposta alérgica imediata) e outra que ocorre
horas apds a exposicao (resposta alérgica tardia).

Deste modo, a resposta asmatica imediata € caracterizada pela
desgranulacao mastocitaria e liberacdo de mediadores pré-inflamatérios que
promovem, do ponto de vista histopatoldgico, aumento da permeabilidade
vascular, contracdo do musculo liso, edema de mucosa e producdo de
muco, sendo responsaveis conjuntamente pelos sintomas de sibilos, tosse,
rinorréia e falta de ar. Nesta fase a principal caracteristica da resposta
asmatica é a hiperresponsividade brénquica.

O inicio da fase tardia é sinalizado pela chegada de leucécitos
recrutados (neutréfilos, eosindfilos, baséfilos e também linfécitos e
mondécitos). Nesta fase, ocorre a liberacdo de mediadores produzidos por
leucécitos, pelo endotélio e por células epiteliais. Dentre estes, os eosindfilos
causam importante dano ao epitélio, devido a liberacao pelos seus granulos
da proteina basica principal e a proteina cati6nica eosinofilica. Esta fase é
marcada pelo grande influxo de eosindfilos para as vias aéreas e liberagao
de mediadores proé-inflamatérios (Homma et al., 2005; Hawrylowicz e
O'Garra, 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Fisiopatogenia da asma. O individuo asmatico traz consigo
0 gene que o deixa mais susceptivel a estimulos exégenos. Ao entrar em
contato com o antigeno, as células dendriticas e os macréfagos alveolares,
que sao apresentadoras de antigeno, ativam os linfécitos TCD4+ os quais se
diferencial em linfécitos de classe Th2. Estes, na presenca principalmente de
IL4, estimulam os linfécitos B a fazerem sintese de IgE (fase de
sensibilizacao alérgica). Com exposicoes subsequentes e repetidas ao
alérgeno, a IgE liga-se aos receptores de alta afinidade expressos em
mastocitos e basofilos. Estas células, por sua vez, sofrem desgranulacao e
liberam mediadores pré-inflamatérios como histamina, citocinas e
leucotrienos que promovem o aumento da permeabilidade vascular,
contracdo do musculo liso e produgéo de muco gerando os sintomas da fase
imediata (sibilos, tosse, espirro e rinorréia). A caracteristica marcante desta
fase é a hiperresponsividade brénquica. Na fase tardia o linfécito Th2
juntamente com os mastécitos ativam os eosindfilos que liberam uma nova
cascata de mediadores proé-inflamatérios promovendo os sintomas da fase
tardia como: obstrugcdo brdnquica intensa, persisténcia dos sibilos e
remodelamento pulmonar. Esta fase é caracterizada pelo grande influxo de
eosinodfilo e outras células inflamatérias para as vias aéreas. (Adaptado de
Hawrylowicz e O'Garra, 2005).
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A persisténcia do processo inflamatério e o desencadeamento de
varias respostas tardias podem culminar para um processo de reparo
cronico de natureza progressiva, conhecido como remodelamento pulmonar
(De Kluijver et al., 2005).

Neste sentido, Mauad et al. (2007) descrevem que o remodelamento
pulmonar em pacientes com asma crdnica envolve mudangas em toda
arquitetura das vias aéreas e é tipicamente associado com: hiperplasia e
hipertrofia das células caliciformes, hipertrofia epitelial e muscular dos
brénquios; aumento na producdo de citocinas e quimiocinas pelas células
epiteliais; intensa infiltragdo intraepitelial de eosinofilos, aumento na
deposicao dos componentes da matriz extracelular (MEC), entre eles fibras
colagenas e elasticas; proliferacdo dos fibroblastos, desenvolvimento de
miofibroblastos e aumento da vascularidade. A consequéncia mais drastica
do processo de remodelamento é a limitagdo cronica ao fluxo aéreo que ao
longo dos anos culmina com o declinio irreversivel da fungdo pulmonar

observada nos pacientes asmaticos (Postma e Timens, 2006).

Considerando o sistema de fibras elasticas, ndo ha um consenso
sobre o exato processo de reparo destas fibras no remodelamento pulmonar.
Mauad et al. (1999) demonstraram que ha elastdlise nas vias aéreas de
asmaticos, sugerindo com isso que as fibras do sistema elastico participam
do remodelamento das vias aéreas na asma, e que a ruptura das fibras
ancoradas a membrana basal, na camada superficial, poderia prejudicar o

mecanismo de recolhimento pulmonar em pacientes asmaticos.

O processo de remodelamento pulmonar, envolve um constante
processo de reparo e regenerac¢do dos componentes da MEC, € controlado
pelo equilibrio de fatores pro-e anti-fibréticos. Dentre estes fatores se
destacam as metaloproteinases (MMP’s) e seus inibidores teciduais
(TIMPs), que podem estar alterados na asma.

As MMP’s sdo uma classe de proteinas que possuem a funcdo de
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regular a composicdo quimica da MEC, tanto em condicdes fisiologicas
como patoldgicas (Parks e Shapiro, 2001). Elas sao divididas em subclasses
que levam em consideragcao o seu substrato, sendo elas colagenases (MMP-
1, MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estremelisinas (MMP-
3, MMP-10 e MMP-11), matrilisinas (MMP-7), metaloelastase macroféagica
(MMP12), MMPs de membrana (MMP14, MMP15, MM-16 e MMP17) entre
outras (Greenlee et al.,, 2007) e sdo sintetizadas na sua forma inativa.
Diversos estimulos podem estar envolvidos no processo de ativagdo, dentre
eles, o aumento da responsividade génica a fatores oncogenes, fatores de
crescimento, citocinas, horménios, espécies reativas de oxigénio (ERO), a

alteracoes de pH e de temperatura (Gueders et al., 2006).

A MMP-9 é ativada em todos os processos de remodelamento e
reparo, e também em condi¢des inflamatérias. E produzida principalmente
por células inflamatdrias, como macréfagos, neutrofilos e eosindfilos, e esta
associada ao remodelamento pulmonar devido aos processos inflamatérios
(Parks e Shapiro, 2001). Estes dados sugerem que a MMP-9 tem grande

importancia na asma

As drogas recomendadas pelos consensos mais atuais para a asma
sdo os corticosteroides. Seu uso esta associado a reducdo do processo
inflamatério e a reducédo da mortalidade e da freqiiéncia das hospitalizacoes.
Embora alguns autores tenham mostrado que o uso adequado de
corticosteroides seja capaz de retardar o declinio da fungdo pulmonar
(Bateman et al., 2008), outros ndo mostraram efeito deste tratamento no
processo de remodelamento (Buc et al., 2009). Além disso, 0 uso desta
classe de farmacos estd relacionado a efeitos adversos, mesmo quando
administrado de forma inalatéria (Ernst e Suissa, 2012). Pacientes com
asma grave, muitas vezes nao respondem ao uso de corticosterdides (Ito et
al.,2006) e necessitam de altas doses, 0 que tem associacado direta a
diversas co-morbidades como a diabetes, glaucoma, tuberculose, entre
outras (Ernst e Suissa, 2012).
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1.1.4.1. INFLAMACAO E MEDIADORES ENVOLVIDOS
NA ASMA

A inflamagcdo esta no cerne de diversas doengas crbnicas
pulmonares, inclusive a asma. A interacdo de diferentes tipos celulares e
mediadores é fundamental para que ocorram as alteracdes caracteristicas
da inflamagéo e do processo de remodelamento tecidual observados na

asma brénquica.

A integracao e o produto dessas células e mediadores envolvidos na
inflamacéo tipica da asma incluem citocinas como as IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, fator estimulador de colénias de granulécitos-
macréfagos (GM-CSF), fator de necrose tumoral (TNF-a); fator
transformador do crescimento beta (TGF-B), ERO, produtos granulares pré-
formados (proteina basica principal do eosindéfilo e proteina catibnica
eosinofilica), histamina e triptase do mastécito, mediadores lipidicos que
incluem as prostaglandinas, os leucotrienos e o fator de ativacdo das
plaquetas (PAF), moléculas de adesao intracelular -1 (ICAM-1) e vascular-1
(VCAM-1) e Oxido nitrico (Lemanske et al., 2006; Woodfolk, 2006 ).

Entre as varias células que participam do processo inflamatério na
asma, estudos demonstram que o linfécito T e o eosindfilo atuam como
células fundamentais para perpetuacdo do processo inflamatério. Os
linfécitos séo classificados pela molécula que expressam em sua superficie,
e no caso das células T, sdo subclassificadas pelas citocinas que secretam.
De forma geral, os linfécitos Th1 produzem IL-2 e IFN-Y, que sdo essenciais
para os mecanismos de defesa do organismo. Em contraste, as células Th2
produzem citocinas como a IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL13, que s&o mediadores
da resposta inflamatoria alérgica. Ocorre ainda uma inibi¢cdo reciproca entre
as subpopulagdes linfocitarias, o que suporta a hipbétese de a asma ser
derivada de um desequilibrio entre as células Th1 e Th2. Além disso, existe
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uma correlagdo entre a gravidade da asma e os linfocitos T ativados e

eosindfilos no lavado broncoalveolar (LBA) (Walker et al., 1991).

A semelhanca da imunoglobulina IgE, os eosinéfilos tem um papel
fundamental na asma. Estdo presentes nas vias aéreas de pacientes
asmaticos em quantidades variaveis e sao praticamente ausentes em
individuos normais. Estas células, uma vez recrutadas e ativadas no tecido
pulmonar inflamado, tém papel efetor, liberando proteinas altamente téxicas
de seus granulos como a proteina basica principal, proteina catiénica
eosinofilica, a peroxidase eosinofilica, e ERO responsaveis por graves
danos no tecido pulmonar (Busse e Lemanske, 2001; Hogan et al., 2008). A
proteina basica principal possui caracteristica Unica, além de causar dano
epitelial, pode intensificar a hiperresponsividade brénquica, e causar
desgranulacao de baséfilos e mastécitos.

Considerando a participacao dos eosinéfilos no estresse oxidativo, ha
evidéncias que estas células participam da liberacdo de ERO, eicosandides
e citocinas da classe Th2. Os eosindfilos obtidos de pacientes asmaticos
produzem mais anion superdoxido quando comparados a individuos
saudaveis (Ying et al., 1995). A producdo excessiva de ERO pode causar
inflamacdo no tecido pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas,
exacerbando o quadro fisiopatolégico da asma (Caramori e Papi, 2004).

Os eosinofilos contribuem para o processo de fibrose tecidual e
remodelamento das vias aéreas, devido a liberagdo de fatores do
crescimento, elastase, fibroblastos, metaloproteinases e também por
estimulacao dos fibroblastos (Hall e Walport, 1993). Além disso, produzem
mediadores lipidicos que vao amplificar a resposta inflamatoéria através do
recrutamento e ativacdo de mais células (Auchinlos et al.,1997).

Os macroéfagos sao produzidos por células progenitoras originadas na
medula 6ssea comum para granuldocitos e mondcitos que atuam na

imunidade especifica. Os macréfagos alveolares sao derivados de
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mondcitos sanguineos e da proliferacdo de células precursoras presentes no
intersticio pulmonar. Estdo aumentados nas vias aéreas (GINA, 2010) e
podem ser ativados por alérgenos, através do receptor de baixa afinidade
IgE, liberando assim mediadores inflamatérios e citocinas que amplificam a
resposta inflamatéria (Wenzel, 2003).

Os mastécitos quando estimulados sofrem desgranulacao e liberam
mediadores broncoconstritores como a histamina, cisteina, leucotrienos e
prostaglandinas D2. O niumero de mastdcitos estd aumentado na parede das
vias aéreas e participam efetivamente do quadro de hiperresponsividade
(Robinson, 2004)

A atuacdo dos neutréfilos na fisiopatologia da asma €& pouco
esclarecida. Encontram-se normalmente aumentados nas vias aéreas e no
escarro de pacientes com asma severa e fumantes asmaticos, porem
acredita-se que este aumento, seja devido ao uso de terapia com
glucocorticosterdide (Wenzel et al.,1999, Chung, 2000).

Nadel e Takeyama (1999) relataram que os neutréfilos desempenham
um papel importante no estimulo do aumento da secrecdo por células
caliciformes e glandulas submucosas das vias aéreas. Outros autores, no
entanto, ndo encontraram correlacdao significativa entre o numero de
neutréfilos presentes no tecido periglandular e a presenca de muco na luz
das vias aéreas (Carrol et al., 1996).

As citocinas modulam inumeras as atividades funcionais das células
e dos tecidos, tém a capacidade de mediar interacdes diretas das células e
de atuar como fator de sobrevivéncia celular, prevenindo a apoptose. Agem
ainda no controle da ativacao, proliferacdo, quimiotaxia, imunomodulacao e
liberagdo de outras citocinas e mediadores inflamatérios. Sob o prisma da
asma perpetuam a resposta inflamatéria, suas principais funcdes estao
resumidas na Tabela 2. Além de orquestrar toda a cascata inflamatéria, as
citocinas ainda determinam o grau de severidade da asma (Barnes, 2002).
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Sao também mediadores principais da resposta inflamatéria as
citocinas IL-1B e TNF-a, que amplificam a resposta inflamatéria e o GM-CSF
que prolonga a sobrevivéncia dos eosindfilos (GINA, 2011). Além disso,
temos as citocinas de classe Th2 como a IL-5 que é necessaria para a
estimula a diferenciacdo, proliferacdo, sobrevivéncia e ativacdo dos

eosinoéfilos na medula éssea e circulagao sanguinea (Hogan et al., 2008).

A IL-4 é considerada por diversos autores como mediador central da
inflamacéao alérgica das vias aéreas por perpetuar a ativacdo dos mastécitos,
que atuam no aumento da producado de IgE especifico ao alérgeno, no
recrutamento e maturacdo de eosindfilos, por aumentarem a expressao da
molécula de adesado -1 (VCAM-1) no endotélio e ainda participarem na
estimulacdo de células epiteliais para produzir muco (Moser et al.,1992;
Larche et al.,2003). Schleimer et al. (1992) demonstraram a habilidade da IL-
4 em induzir o recrutamento seletivo dos granuldcitos em reacées alérgicas
in vivo. Em modelo de inflamagao de vias aéreas em camundongo a IL-4
atua na regulacao do recrutamento eosinofilico por um mecanismo linfécito

T-dependente (Brusselle et al., 1994).

Outros mediadores liberados pelas células inflamatérias envolvidas na
fisiopatogenia da asma também tem sua importancia destacada. A histamina
€ uma amina biogénica chave envolvida nas reacdes alérgicas. Além disso,
este mediador é liberado pelos mastocitos e contribui tanto para
broncoconstricdo quanto para resposta inflamatéria.

DISSERTACAO DE MESTRADO Cldudia Pontes Miranda



17
INTRODUCAO

Tabela 2. Principais citocinas que participam do processo inflamatério
da asma

Citocina Atividade biolégica
IFN-y Citocina mais importante na imunidade mediada por
células; controla o equilibrio Th1/Th2; inibe a resposta
alérgica
IL-10 Antiinflamatéria
IL-13 Producao de IgE, inflamacéo, hipersecrecado de muco,
eosinofilia
IL-4 Regulacao do crescimento, diferenciacdo, ativagao e
funcéo de células B
IL-5 Eosinofilia e regulacao de eosindfilos
TGF-B Remodelamento; citocina pré-fibrética; quimiotatica
para muitas células inflamatérias

Fonte: Hamid e Tulic (2009)

O 6xido nitrico € um neurotransmissor endégeno nao adrenérgico nao
colinérgico (NANC) em vias aéreas responsaveis pela modulagado do tdénus
brénquico (Barnes; Belvisi,1993), tonus vascular (Alving et al.,1992) e
exsudacao plasmatica (Kuo et al.,1992) tanto em modelos animais quanto
em humanos. Parece atuar em varios mecanismos fisiopatoldgicos que
desencadeiam as alteragdes funcionais e histopatolégicas encontradas nos
pacientes asmaticos, sendo que a sua contribuicdo depende principalmente
da enzima pela qual foi produzido. A grande quantidade de NO oriundo da
enzima INOS (isoforma induzida) pode resultar em vasodilatacéao,
extravasamento de plasma, aumento da secre¢cdo do muco, ativacao indireta
de células Th2 e remodelamento de vias aéreas contribuindo para a
fisiopatologia da asma (Prado et al.,2005; Prado et al.,2006b, Starling et al.,
2009).
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O papel dos leucotrienos cisteinicos na fisiopatologia da asma ainda é
controverso. Waseda et al. (2011) mostraram que os leucotrienos estao
envolvidos no controle da responsividade secundaria ao desafio antigénico
principalmente na resposta tardia. No entanto, outros autores ndo mostraram
a efetividade do tratamento com anti-leucotrienos na asma, particularmente
quando comparado aos efeitos dos corticosterbides, que parecem ser mais
potentes (Bleecker et al., 2000, Leick-Maldonado et al., 2004).

Ainda ha muito a compreender sobre os imbricados e complexos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos na patogénese da asma.
Sabe-se que diversas células estdo envolvidas, uma gama de mediadores
séo liberados, e estes estao constantemente interligados em suas fungoes.
Por estes motivos, o processo de inflamacao/reparo na asma é um
mecanismo ciclico que culmina com a perpetuacao da resposta inflamatéria

e com o remodelamento brénquico.

1.2 ACETILCOLINA E PULMAO

Quimicamente a acetilcolina (ACh) € um éster de acido acético e
colina, cuja simplicidade estrutural subestima a complexidade das ac¢des que
exerce. Via sistema nervoso autdbnomo pulmonar, a acetilcolina € liberada
nas fibras pré-ganglionares do sistema nervoso adrenérgico e principalmente
nas fioras pré e pods—ganglionares do sistema nervoso colinérgico
(Richardson, 1991).

A ACh é sintetizada no terminal nervoso colinérgico a partir do
substrato de acetil-CoA e colina, uma acgdo catalisada pela enzima
acetiltransferase e posteriormente transportada para o interior das vesiculas
sinapticas pelo transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). As vesiculas
sindpticas liberam, por exocitose, ACh na fenda sinaptica (Prado et al.,

2002). Ao ser liberada na fenda sinaptica, a ACh interage com os receptores
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muscarinicos e nicotinicos. Apds a dissociacao dos respectivos receptores, a
ACh é hidrolisada pela agdo da enzima acetilcolinesterase em colina e
acetato. A colina é recaptada pelo transportador de colina de alta afinidade
(CHT1) (Ribeiro et al., 2006) para sintese de novas moléculas de acetilcolina
(Figura 2).

T*rminal nervoso Transportador de colina

olinérgico L{?:I‘ta afinidade

Acetil-CoA Colina < _ A

Acetiltransferase

=

Acetilcolina

VAChT Vesicula

-0 &

E)ocitose
Fenda ~ Colina
sinaptica Acet:iﬂna — »
. = Acetilcolinesterase Acetato

Receptor Receptor
muscarnico nicotinic

Figura 2: Sintese de Acetilcolina. A ACh é sintetizada no terminal
nervoso colinérgico a partir do substrato de acetil-coA e colina, um acao
catalisada pela enzima acetiltranferase e posteriormente é transportada para
o interior das vesiculas sinapticas pelo transportador vesicular de acetilcolina
(VAChT). As vesiculas sinapticas por exocitose liberam ACh na fenda
singptica. Ao ser liberada na fenda sinaptica a ACh interage com os
receptores muscarinicos e nicotinicos .e sequencialmente é hidrolisada pela
enzima acetilcolinesterase em colina e acetato. A colina é recaptada pelo
transportador de colina de alta afinidade (CHT1) para sintese de novas
moléculas de ACh (Desenho esquematico representando a
neurotransmissao colinérgica —(Modificado de Gwilt et al. (2007).

Dos componentes do sistema colinérgico o mais importante para o
controle da liberacdo da ACh é o VAChT que, se inibido, compromete a
liberacdo da ACh na fenda sinaptica e consequentemente sua interagao com

0s receptores muscarinicos e nicotinicos (Lima et al., 2010).
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No pulmao, a inervagao colinérgica se da principalmente pelos nervos
parassimpaticos que atingem este 6rgdo via nervo vago e tem sua
predominancia em vias aéreas proximais. O nervo vago surge no tronco
cerebral e se dirigem até os pulmbes através de suas fibras, fazendo
sinapses com 0s ganglios embutidos ou expressos na parede da via aérea,
traquéias e brénquios para dar origem a fibras pés-ganglionares e inervar as
glandulas submucosas, vasos sanguineos e musculo liso das vias aéreas
(Gwilt et al., 2007). E importante ressaltar que a inervagio parassimpatica é
predominante na via aérea e seu principal neurotransmissor e

neuromodulador € a acetilcolina, como pode ser observado na Figura 3.

A deteccdo dos componentes do sistema colinérgico, tais como a
ACh, CHT1, a colina acetiltransferase, VAChT, a acetilcolinesterase e
receptores de acetilcolina em células inflamatérias de vias aéreas sugerem
uma importante participacdo do sistema colinérgico na fisiopatologia das

doencas pulmonares (Kawashima, Fuijii, 2004; Wessler et al., 1998).

Sabe-se que a captacdo da colina nas células epiteliais de vias
aéreas é regulada pelo CHT1 e transportadores especificos da colina
(Kummer et al., 2008; Lips et al., 2005). O transportador de colina tipo 1 e 2
tem papel fundamental na liberacao de ACh pelas células epiteliais das vias
aéreas. Além disso, a expressdao da VAChT em alguns tipo de células
epiteliais foi demonstrado, sugerindo que a o estoque e a liberagcdo de ACh
no pulmao dependam da VAChT mesmo em células ndo neuronais (Kummer
et al.,, 2008; Lips et al.,, 2005). A expressdao da VAChT também ja foi
detectada em outros 6rgaos além dos pulmbes (Maeda et al., 2011), em
células que ndo fazem parte do sistema nervoso, sugerindo que esta
proteina atue tanto na liberacdo colinérgica neuronal quanto na nao
neuronal. Diversos tipo de células do sistema immune também produzem
ACh e esta ja foi detectada em macrofagos alveolares humanos (Wessler
et al., 1998).
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Figura 3. Inervacdo Parassimpatica dos pulmdes. Nos pulmdes, a
inervacao colinérgica das vias aéreas se da principalmente pelos nervos
parassimpaticos que atingem este 6rgdo via nervo vago e tem sua
predominancia em vias aéreas proximais. O nervo vago surge no tronco
cerebral e se dirigem até os pulmdes por meio de suas fibras e fazem
sinapse com ganglios embutidos ou expressos na parede da via aérea,
traquéias e brénquios para dar origem a fibras pés-ganglionares e inervar as
glandulas submucosas, vasos sanguineos e musculo liso das vias aéreas
(Adaptado de Gwilt et al. (2007).

1.2.1. RECEPTORES MUSCARINICOS

Os receptores muscarinicos (MAChRs) sdo do tipo serpentiforme que
transpassam a membrana sete vezes e estdo acoplados a proteina G
(Gosens et al.,2008) No pulmao, a ACh é um potente broncoconstritor,

principalmente quando se liga a receptores muscarinicos encontrados na
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musculatura lisa das vias aéreas (Gosen et al., 2008). Por este motivo,
anticolinérgicos, particularmente antagonista de receptores muscarinicos,
sdo amplamente utilizados no tratamento de doencas respiratérias como

broncodilatadores.

Existem cinco subtipos de receptores muscarinicos (M1 - M5,) dos
quais trés exercem efeitos fisiolégicos nas vias aéreas (M1, M2, e M3). A
musculatura lisa das vias aéreas contem M2 e M3 (Coulson et al., 2003),
sendo que a principal funcao destes, € atuar nos mecanismos de contracao
das vias aéreas. Ja foi descrito a expressao de receptores muscarinicos em
diversos tipos de células inflamatérias e também em células estruturais das

vias aereas (Gosens et al., 2008).

Neste sentido, Struckmann et al. (2003) usando videomicroscopia,
comparou a constricdo de vias aéreas periféricas in vitro utilizando murinos
Knockout para M2, M3 isoladamente e Knockout duplo (M2 e M3). Os
autores observaram que a constricao foi abolida nos animais Knockout duplo
(M2 e MB3), foi reduzida em 60% nos animais Knockout para M3 e que houve
reducdo da broncoconstricio em animais Knockout para M2, sendo esta
inferior a observada nos animais Knockout para M3. Estes dados sugerem
que a constricado colinérgica em modelo murino seja mediada pela

concentracao dos subtipos M2 e M3.

A regulagéo da contragdo do musculo liso das vias aéreas é feita por
fibras nervosas do sistema parassimpatico (Coulson, Fryer, 2003). A
ativacdo do nervo vago libera ACh, a qual se liga aos receptores
muscarinicos do tipo M3 (M3AChR) localizados nas células musculares para
causar contracdo do musculo liso tanto em humanos (Roffel et al., 1988)
quanto em animais (Eglen et al.,1996). De outro modo, a ACh interage
também com os receptores muscarinicos do tipo 2 (M2AChR) localizados
nos nervos colinérgicos pds- ganglionares e, a ativacao destes receptores,
inibe a liberacdo da ACh em um mecanismo de retroalimentagdo negativa
diminuindo assim a broncoconstricao (Fryer e Jacoby , 1998). Na presenca
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de doencas pulmonares como a asma, ocorre diminuicdo na expressao dos
receptores M2AChR, o que pode gerar intensa hiperrresponsividade
brénquica (Fryer e Jacoby, 1998).

Os receptores M3AChR estao expressos na musculatura lisa das vias
aéreas, no epitélio das glandulas submucosas e em células inflamatdérias.
Embora sejam expressos em menor quantidade que os M2 na proporcéao de
4:1 (Roffel et al.,1988), induzem intensa broncoconstricdo ao interagir com a
ACh na musculatura lisa das vias aéreas. Além disso, estdo também
envolvidos no aumento da producdao de muco pelo epitélio glandular
participando assim efetivamente da fisiopatologia da asma.

Recentemente, tem sido mostrado que a acetilcolina, agindo sobre os
receptores muscarinicos, também esta envolvida na piora da inflamacéao das
vias aéreas e no remodelamento pulmonar (Kistemaker et al., 2012). Os
mecanismos pelos quais 0s receptores muscarinicos regulam as respostas
inflamatérias e fibroticas ndo estdo ainda totalmente esclarecidos (Tjitske et
al., 2010). Cabe ressaltar que os receptores muscarinicos sdo 0s principais
alvos dos anticolinérgicos utilizados nas doencas pulmonares obstrutivas.
Além disso, a ACh produzida principalmente pelas células epiteliais das vias
aéreas e atuando via receptores muscarinicos (Proskocil et al., 2004,
Kummer et al., 2006), regula a proliferacéo e estimula a secrecao de cloreto,
a producao de citocinas e a frequéncia do batimento ciliar (Metzen et al.,
2003).

Assim, um estudo publicado por Cao et al. (2011) utilizou um
antagonista especifico para o receptor muscarinico M3 em modelo
experimental de asma, observando reducdo da hiperresponsividade, das
células totais, dos eosindfilos no LBA e da sintese de citocinas (IL-5 e IL-4 e
MMP-9). Além disso, na analise histopatolégica foi constatado reducao do
infiltrado dos eosindéfilos no tecido, na producdo de muco nas vias aéreas e
da deposi¢ao do colageno nos tecidos pulmonares, corroborando a ideia de

gue os receptores muscarinicos estdo envolvidos na resposta inflamatéria.
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1.2.2. SISTEMA COLINERGICO ANTIINFLAMATORIO E
RECEPTORES NICOTINICOS

Nos ultimos anos, incessantes pesquisas sobre a causa base da
inflamacéo e seus efeitos na saude humana trouxe uma compreensdo mais
arraigada do funcionamento do processo inflamatério e principalmente de
como ele esta associado a muitas doencas debilitantes do nosso tempo
como a diabetes, obesidade, artrites, cancer, fibrose cistica, asma, entre
outras (Merouane et al., 2011).

A inflamagcdao € uma resposta fisioldgica frente a invasdo de um
patdbgeno e/ou a injuria tecidual que se manifesta clinicamente por seus
sinais classicos: “dor, calor, rubor, e tumor”. Qualquer 6rgédo ou tecido do
corpo pode se tornar inflamado, envolvendo uma cascata de eventos que
comecga com uma resposta localizada e altamente regulada. O objetivo desta
resposta é localizar, neutralizar e eliminar o agente agressor, além de

promover o reparo aos danos causados (Pavlov e Tracey, 2006).

O tecido, ao sofrer uma injuria causada por trauma, infeccéo,
isquemia ou hipersensibilidade imunolégica, ird desencadear uma resposta
inflamatéria, que via de regra é caracterizada pela liberacdo de mediadores
pré-inflamatérios como citocinas ou interleucinas (TNF-a ou a IL-1B),
moléculas de adesdo, mediadores vasoativos, ERO, entre outros (Commins
et al.,, 2010 ). Seguido a este evento, ocorre a migracdo de células
inflamatérias como neutréfilos, mondcitos, linfocitos e eosindfilos e que finda
com a resolucao da injaria, remocao das células inflamatérias e reparo

tecidual.

Embora as respostas inflamatérias a injuria tecidual tenha o intuito do
reparo, uma inflamacao persistente tera um efeito devastador que pode levar
a debilidade e a morte. Neste sentido, & necessario um ajuste equilibrado
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entre a producéo de citocinas anti e pré-inflamatéria. Quando produzidas em
excesso, as citocinas podem acarretar um panorama favoravel para uma
série de doengas crbnicas, inclusive a asma (Gwilt et al., 2007). A magnitude
da resposta inflamatéria € finamente controlada e auto-regulada por uma
série de mecanismos que incluem as interagdes neuro-imuno-inata (Puerta e
Pavlov, 2007).

A via colinérgica antiinflamatéria, um reflexo composto pelo nervo
vago e seu principal neurotransmissor a ACh, € um mecanismo de auto-
regulacdo da inflamagédo local e sistémica. Esta via foi descoberta por
Borovikova et al. (2000), onde os autores descreveram o arco reflexo da
inflamacédo. Durante o processo inflamatorio, as fibras sensitivas do nervo
vago, as quais atuam em varios 6rgaos como figado, pulmao, baco, rins e
intestino, iniciam uma resposta reflexa estimulada pela liberacdo de
mediadores quimicos (TNF-a e IL1-B) oriundos do sitio inflamatério (Wang et
al., 2009). Estes estimulos sado transmitidos ao sistema nervoso central, via
braco aferente vagal, fazem sinapse no ndcleo do trato solitario que,
juntamente com outras estruturas centrais, ativam os neurdnios vagais

eferentes (Figura 4).

O arco eferente motor denomina-se "via colinérgica antiinflamatéria”,
pois potenciais de acao transmitidos a periferia pelo nervo vago resultam na
liberacdo de ACh (Johnston, Webster, 2009) que ao se ligar com receptores
nicotinicos presentes em macrofagos e outros tipos celulares, inibem a
sintese de citocinas pro-inflamatérias, prevenindo assim o dano tecidual
(Johnston, Webster, 2009; Wang et al., 2009) (Figura 4). Nos ultimos anos
diversos estudos focaram em demonstrar a expressao e a funcao do sistema
colinérgico anti-inflamatério em diferentes situagdes patoldgicas (Rosas-
Ballina(a) et al., 2009; Tracey, 2007).

Desde a descoberta da via colinérgica antiinflamatéria uma verdadeira
orquestra de estudos clinicos e experimentais vem incessantemente sendo

realizados no intuito de compreender como a ACh desempenha este papel
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antiinflamatério. Neste sentido, sédo utilizados diferentes modelos de ativacao
ou inibicdo da via colinérgica anti-inflamatéria, sendo por estimulagdo
elétrica do nervo vago, vagotomia ou uso de farmacos que inibam a
acetilcolinesterase ou agonistas e/ou antagonistas de receptores
especificos. No entanto, considerando a abundancia dos receptores da
acetilcolina, estudos de receptores individuais podem nao revelar as

consequéncia de uma reduc¢ao do ténus colinérgico in vivo.

Corroborando o papel antiinflamatério do sistema colinérgico, Li et al.
(2010) mostraram que a vagotomia cervical aumentou a expressao de TNF-
a, IL-6 e proteina do grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1) detectados por
ELISA ou por imunohistoquimica em modelo de artrite em camundongos. A
estimulacao elétrica do nervo vago eferente diminuiu a produgéo de citocinas
pré-inflamatéria em modelo experimental com endotoxemia letal (Huston et
al., 2007), inibiu a resposta inflamatéria aguda ao choque hipovolémico
agudo hemorragico (Guarini et al., 2003) e diminui a inflamacao intestinal
induzida experimentalmente no ileo (Jonge, 2005). Além disso, Hofer et al.,
(2008) demonstraram que a inibicdo farmacol6gica da colinesterase com
fisostigmina ou neostigmina aumentou a sobrevida de camundongos com

sepsis experimental.

Utilizando ratos e camundongos com inflamacado alérgica aguda de
vias aéreas, Lips et al. (2007) demonstraram que houve reducao da ChAT,
ChT1 e VAChT no pulm&o dos animais sensibilizados e desafiados com
alérgeno, sugerindo que ha uma reducgéo na atividade do sistema colinérgico
antiinflamatério nestes animais, o que poderia contribuir para o dano epitelial
e as disfuncdes das células ciliadas observadas na asma brénquica.
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Figura 4. Arco reflexo da inflamagdo — Citocinas liberadas no local da
inflamacao ativam fibras aferentes do nervo vago e chegam ao nucleo do
trato solitario no tronco cerebral, proporcionando assim a informagéo do
sistema nervoso autbnomo em relagdo ao estado inflamatorio periférico.
Sinais de compensacao sao transmitidos pelo nervo vago eferente e chegam
ao local da inflamacédo, onde a ACh age sobre os macréfagos e outras
células do sistema imunolégico para atenuar a resposta inflamatéria.
(Modificado de Tracey,2002)

Outros autores também sugerem que o sistema colinérgico exerce
efeito protetor na inflamagédo pulmonar (Giebelen et al., 2007; Hofer et al.,
2008; Li et al., 2010). Recentemente, Boland et al. (2011), estudando modelo
experimental de lesdo pulmonar aguda induzida por peritonite séptica,
observaram que a estimulacdo elétrica do nervo vago, com
.consequentemente aumento da liberagdo da ACh, reduziu o indice de leséo

pulmonar e aumentou a sobrevida dos animais.
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Em contraste ao observado nos efeitos da acetilcolina nos receptores
muscarinicos, o papel da acetilcolina em receptores nicotinicos parece ter
efeito benéfico, sugerindo que seja esta a via envolvida no arco reflexo
antiinflamatério. Os receptores nicotinicos (NAChRs) sédo do tipo canais
ibnicos regulados por ligantes e podem ser compostos pela combinacéo de
17 diferentes tipos de receptor (Gwilt et al.,2007). Nas vias aéreas, 0S
receptores nicotinicos sdo encontrados em células nervosas, células
epiteliais, macréfagos alveolares, e linfocitos T (Maus et al., 1998). Frente as
descobertas incessantes de novas unidades e subunidades dos receptores
nicotinicos expressos nas células das vias aéreas e no tecido pulmonar, as
funcbes destes receptores sdo bastante complexas. Um resumo destas

fungbes pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Receptores nicotinicos, as suas subunidade e funcdo nas
vias aéreas e células pulmonares.

Evidéncia direta Subunidades Funcao
Células epiteliais a3,05,a7,p2,34 proliferacao do calcio
brénquicas
Células epiteliais a3,a0a4,a5,a6,a7 ?
alveolares
Glandulas submucosas a7 ?
Musculatura lisa das a7 Inibicdo da contracéo
vias aéreas
Células endoteliais a7 ?
Fibroblastos a7 ativacao do fator de
crescimento e sintese
de colageno
Macréfagos alveolares a4,a7,82 Inibicdo da liberacéo do
TNF-o

Fonte: Modificado de Racké e Matthiesen,2004

Alguns autores ja mostraram a expressao de receptores nicotinicos
em células inflamatdrias, como por exemplo, os eosinoéfilos (Blanchet et al.,
2007). Varios mecanismos controlam o processo inflamatério e a acao da
ACh em receptores nicotinicos, especialmente no a7nAChR (do inglés, a7
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nicotinic acetylcholine receptor, receptor nicotinico a7 de acetilcolina), tem
amplo efeito no ajuste fino para restabelecer a homeostasia, pois inibe a
produgcédo de citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-o, HMGB-1 e IL-1B
(Fodale, Santamaria ,2008).

O tratamento com nicotina também reduziu a incidéncia de diabetes
tipo | em modelos animais (Mabley et al., 2002); teve um efeito anti-
inflamatério em modelos animais de inflamacao do sistema nervoso central
(Shi et al., 2009), artrite (Van Maanen et al., 2009), alergia/asma (Mishra et
al., 2008), inflamagéo intestinal (The, et al., 2007) e peritonite (van Westerloo
et al., 2005). Esses dados sugerem que a ativacdo da via colinérgica anti-
inflamatéria por administragdo de agonista colinérgico nicotinico contribui

para o controle do processo inflamatério.

Rosas- Ballinas (2009) estudando células sanguinea de humanos,
observaram que o agonista seletivo para o a7, GTS21, reduziu os niveis de
TNF-a e IL-1B liberadas pelas células ap6s estimulo por endotoxina. Além
disso, a estimulacdo de receptores nicotinicos atenuou a inflamacéao
sistémica e aumentou a sobrevida de camundongos com sepse abdominal
polimicrobiana (Barnes et al., 2004) e reduziu a liberagdo de citocinas pré-
inflamatérias durante peritonite Escherichia coli (Van Westerloo et al., 2005).

No pulmao, Mabley et al. (2011) demonstraram camundongos que
receberam instilacdo intratraqueal de lipopolissacarideos (LPS) tiveram
reducdo das células inflamatérias no LBA, das quimiocinas pré-inflamatéria
(MIP-1a, MIP-2, e eotaxina) e das citocinas pro-inflamatéria (IL-1, IL-6 e
TNF-a) apés o tratamento com agonista colinérgico (nicotina). Blanchet et al
(2005) mostrou, utilizando modelo experimental de asma, que o uso de
agonistas nicotinicos nao seletivo reduz o influxo total de células
inflamatérias e a eosinofilia pulmonar. Esses dados contribuem para que a
ativacado de receptores nicotinicos seja considerada como um novo alvo

terapéutico na sindrome da angustia respiratoria aguda.
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Diversos estudos utilizando agonistas ou antagonistas especificos
sugerem que o0 a7-nAChR seja 0 mais envolvido na controle da resposta
inflamatéria. Giebelen et al. (2007) observaram que administracido local de
GTS-21, um agonista seletivo do receptor colinérgico a7, inibiu a liberacao
pulmonar de TNF-a em camundongos com inflamagé&o pulmonar induzida
por instilacdo de LPS (Lipopolissacarideo). Su et al. (2010) testaram o
potencial terapéutico do receptor nicotinico para acetilcolina a7 (a7-nAChR).
Neste estudo foi abordado a contribuicdo do a7-nAChR na mediacao da
lesdo pulmonar induzida por Escherichia coli em camundongos. Os autores
observaram que a administracdo do agonista do receptor a7-nAChR,
diminuiu os niveis de MIP-2 no LBA, assim como a mortalidade. Por outro
lado, a vagotomia aumentou a producéao de MIP-2, o infiltrado de neutréfilos
nas vias aéreas e a mortalidade. Os autores ainda demonstraram que,
animais Knockout para a7-nAChR desenvolveram lesdo pulmonar grave e
tiveram maior mortalidade quando comparados ao grupo sem modificacao

genética.

Atualmente muitas pesquisas estdo voltadas para explicar quais os
mecanismos envolvidos no controle da inflamacdo pelos nAChR a7 em
células do sistema imunolégico. Duas vias principais tém sido recentemente
relatadas nas células do sistema imune. Durante a infecgdo ou trauma,
componentes bacterianos como o LPS ou proteinas de ligagdo como a CD14
e a TLR4, desencadeiam circuito pro-inflamatério e convergem o fator de
transcricdo NF-kB a se translocar para o nucleo, onde liberam uma
variedade de citocinas inflamatérias como TNF-a e HMGB1 (Wang et al.,
2004; Yoshikawa et al., 2006 ). As citocinas TNF-a e HMGB1, via o arco
reflexo da inflamacao, estimulam o nervo vago a liberar acetilcolina que
interage principalmente com o a7 nAChR e inibe a translocacao do NF-kB
para o nucleo, inibindo assim a sua cascata inflamatéria. Outra hipdtese é
que a ativagdo do a7 recrute a tirosina quinase (JAK2) e promove a
fosforilacdo e ativacdo subsequente de STAT3 (do inglés signal transducer

and activator of transcription). A via Jak2-STAT3 é coadjuvante para o
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potencial anti-inflamatério do sistema colinérgico, pois induz a expressao de

proteinas anti-inflamatérias (Figura 5).

Apesar de diversas evidéncias sugiram que o efeito antiinflamatorio
da ACh seja via receptores nicotinicos, alguns estudos ainda mostraram
que, embora a presenca de receptores muscarinicos em 6rgaos periféricos
Nao seja necessaria para o controle da inflamacéo via nervo vago, a ativacao
de receptores muscarinicos no sistema nervoso central é importante na
atenuacdo da resposta inflamatéria. Neste sentido, a administracao
intracerebroventricular de muscarina ou de agonistas de receptores
muscarinicos M1 atenuou os niveis de TNF-a em modelo murino de

endotoxemia (Pavlov et al., 2006).

o P
O
Estimulagdo vagal u STAT3

JAK2-STAT3
Via antiinflamatéria

—t

win Gene =
. Transcrigdo Transcrigdo - /

Aumentaa expressao
de proteinas
antiinflamatoérias

inflamatoria

Figura 5. Hipoteses dos mecanismos envolvidos na resposta
colinérgica anti-inflamatéria (Adaptado de Gallowitsch-Puerta, Tracey, 2005).
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Em conjunto, estes resultados acima descritos, sugerem que o
sistema colinérgico anti-inflamatério, que coloca no apice a ACh para o
controle da resposta inflamatéria do sistema nervoso central e periférico,
pode ser uma nova estratégia terapéutica a ser estudada em diversas
situacdes patologicas. No pulmao, o efeito da ACh € amplo e imbricado com
as células do sistema imune, com as unidades e subunidades dos

receptores muscarinicos e nicotinicos e com o sistema nervoso central.

1.3 MODELO DE ASMA EXPERIMENTAL

O desenvolvimento de modelos experimentais utilizando distintas
linhagens, inclusive animais transgénicos, tem sido uma importante
ferramenta para dissecar os diferentes mecanismos imunolégicos envolvidos

nas doencgas pulmonares.

Durante muitos anos o modelo experimental de asma vem sendo
desenvolvido em uma variedade de espécie. A cobaia, que possui como
orgao choque o pulmao, é o modelo que mais desenvolve caracteristicas da
asma humana devido a facil inducao da resposta alergénica com ovalbumina
(Smith et al., 2007). Porém, devido ao alto custo, disponibilidade maior de
espacgo e principalmente a indisponibilidade de anticorpos comerciais para
elucidar mecanismos celulares e moleculares e a dificuldade de se fazerem
modificacbes genéticas, os camundongos vem sendo atualmente mais

utilizados.

Os murinos oferecem uma gama vasta de possibilidades refinadas
para a pesquisa, além do mapa genético e a informacao imunoldgica destes
animais estarem disponiveis. Além disso, € possivel trabalhar alterando ou
suprimindo os produtos de genes, relevantes ou de particular interesse para

demonstrar a validade de um alvo molecular ou para explorar a importancia
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de um unico mediador (Tournoy et al., 2006, Hellings et al., 2004)

Neste sentido, Gueders et al. (2009), questionaram se a base
genética dos animais experimentais poderiam afetar a hiperresponsividade,
inflamacédo e producdo de citocinas. Para responder a esta pergunta
compararam as linhagens BALB/c e C57BL/6. Além das diferengas
especificas na distribuicdo do perfil de citocinas pro-inflamatérias, animais da
linhagem BALB/c apresentaram maior hiper-reatividade a metacolina e maior
namero de mastécitos no tecido pulmonar, enquanto os animais da linhagem

C57BL/6 apresentaram maior contagem de eosinofilos e neutréfilo no LBA.

O modelo de injecdes intraperitoneais da proteina ovoalbumina (OVA)
juntamente com o adjuvante hidréxido de aluminio € o mais utilizado em
funcao da facilidade para inducao alérgica e da excelente resposta pulmonar
(Kuma et al.,2008). Contudo, recentemente, Conrad et al (2009) utilizando
animais BalB-C e C57BL6, compararam a sensibilizacdo com injecao
intraperitoneal de OVA com adjuvante (hidroxido de aluminio) com a inducao
da sensibilizacdo via subcutdneos sem adjuvante. Os autores mostraram
que nao houveram modificagdes importantes para o feno6tipo da asma no
que se refere a inflamacdo do pulmao, contagem de células no LBA,
reatividade das vias aéreas e expressao inflamatéria das citocinas,
considerando as diferentes vias de inducdo da inflamacao. Além disso,
mostraram que animais da linhagem BALBc, que receberam sensibilizacao
associada ao uso de adjuvante, tiveram aumento do estresse que iniciou 15
minutos apds a injecdo e normalizou somente 120 minutos apds. Assim,
sugerem que nao ha necessidade da utilizacao de alumen para a inducao
alérgica crénica. Corroborando com estes dados Goplen et al. (2009)
mostraram que a exposicdo a multiplos antigenos produz inflamacao na
auséncia de adjuvante (Jason HT et al., 2008 e Carmen A,1999). No

entanto, a administracéo de adjuvante ainda é bastante utilizada.

De forma geral, os modelos animais acima citados mimetizam

diversas caracteristicas da asma humana, oferecendo uma forma de se
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avaliar mecanismos imunolégicos da inflamacgédo, a interacdo do sistema
imune inato e adaptativo, que desempenham papéis fundamentais na
regulacado do processo inflamatério local. Por fim, cabe ressaltar que estes

modelos oferecem essencialmente uma analise aprimorada in vivo.

1.4 JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO

E reconhecido que a ACh é um mediador de fundamental importancia
na modulacdo da constricdo da musculatura lisa que ocorre na asma € no
DPOC. Esta é a base para o uso da terapia anticolinérgica na asma e
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). A importancia fisiopatolégica
do sistema colinérgico anti-inflamatério foi recentemente descrita em outros
modelos experimentais de doengas cerebrovasculares, musculares,

cardiacos, entre outras.

Considerando que poucos estudos avaliaram os efeitos do sistema
colinérgico anti-inflamatério na inflamacao pulmonar, os efeitos da ACh em
situacoes fisiopatoldgicas pulmonares ainda sao controversos, podendo esta
contribuir ou suprimir a resposta inflamatéria, provavelmente dependendo do

tipo de receptor em que atua.

Desta forma, a ACh nao pode ser considerada exclusivamente como
um neurotransmissor do sistema nervoso parassimpatico, mas sim
reconhecida como um componente integral da defesa e regulador da
inflamacéo de vias aéreas. A reducao na funcéo do sistema colinérgico pode

ter um efeito pré-inflamatério ao invés de antiinflamatério.

Assim, consideramos de relevancia esclarecer os multiplos papéis
bioldgicos da acetilcolina, identificando a repercussdo morfofuncional do

aumento e/ou diminuicdo da ativagdo deste sistema particularmente na
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asma brénquica, doenca que ainda afeta grande niumero de pacientes. Estes
esclarecimentos podem contribuir com novos alvos terapéuticos e
preventivos que modulem o sistema colinérgico, além de um melhor

entendimento de mecanismos fisiopatolégicos.

O disturbio genético da neurotransmissdo colinérgica em modelos
animais é complexo (Castro et al.,, 2009) devido a liberacdo de ACh ser
necessaria para a funcdo de multiplos 6rgaos. Considerando a abundancia
dos receptores da ACh, estudos de receptores individuais podem nao revelar
as consequéncia de uma reducdo do ténus colinérgico in vivo. O uso de
animais transgénicos com alteracao ou delecao de genes especificos é de
grande interesse para demonstrar a importancia de um Unico mediador.
Assim, considerando a deficiéncia colinérgica a longo prazo, este estudo é
inovador e permitiu compreender os efeitos da deficiéncia colinérgica na

fisiopatologia da asma, abrindo novas frentes de investigagéao.

Julgamos assim que, este tipo de protocolo, embora com algumas
limitacoes, permita que as interacdes de diversos 6rgaos e sistemas possam

ser avaliadas.
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O objetivo do presente estudo foi:

Avaliar os efeitos da deficiéncia colinérgica por redugdo da proteina
transportadora vesicular da acetilcolina (VAChT) em modelo experimental de
inflamacao pulmonar induzida pela exposicdo repetida a ovoalbumina,
particularmente no que se refere a:

a- Hiperresponsividade brénquica

b- Inflamacgéo de vias aéreas e citocinas pulmonares

c- Remodelamento de vias aéreas e expressao de metaloproteinase-9 e
TIMP-1
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Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, sob o protocolo nimero 0766/08.
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Terapéutica Experimental |
(LIM-20) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos geneticamente modificados para uma
menor expressao (Knockdown) da proteina transportadora vesicular de
acetilcolina KD-(VAChT). Estes animais foram retrocruzados por trés
geracdes, tendo como base genética a linhagem C57BL/6 e foram gerados
pela segmentacdo 5 UTR do gene VAChT por recombinacdo homdloga em
fundo misto. Foram desenvolvidos e procriados pelo grupo do Professor
Marco Anténio M. Prado na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
a partir deste estudo tem sido procriados por nosso grupo de pesquisa no
Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo.

Estes animais foram mantidos em heterozigose e acasalados quando
necessario para gerar animais homozigotos e selvagem. Sequencialmente
todos os animais foram submetidos a genotipagem para identificacédo, de
acordo com a descricdo feita por Prado et al., 2006a. Esta técnica foi
realizada no Biotério Central desta Universidade e acompanhada por nosso
grupo. Os animais homozigotos apresentam reducdo da expressado de
acetilcolina na ordem de 70%, o que leva a reducdo da liberacdo de

acetilcolina na mesma ordem.

Todos os animais receberam cuidados de acordo com o Guia de
Cuidados e uso de Animais de Laboratério, publicado pelo National Institute
of Health (NIH publication 85-23, revisado em 1985), sendo que todos os
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procedimentos cirurgicos foram realizados com os animais sob efeito de

anestesia geral.

Para este estudo foram utilizados 54 animais dos grupos homozigoto
(HOM) e selvagem (sem modificacdo genética — WT, de wild type), do sexo

masculino, com idade aproximada de 6-8 semanas

3.2 Grupos Experimentais

Animais homozigotos e selvagem foram separados nos

seguintes grupos experimentais:

A. Animais homozigotos submetidos a sensibilizacdo e inalagdes
com ovoalbumina (grupo HOM-OVA, n =14);

B. Animais homozigotos submetidos & injecdo subcutinea e
inalagdes com soro fisiolégico (grupo HOM-SAL, n =14);

C. Animais selvagem submetidos a sensibilizagdo e inalacbes
ovoalbumina (OVA) (WT-OVA, n=14);

D. Animais selvagem submetidos a injecdo sucbcutaneal e
inalagdes com soro fisiolégico (grupo WT-SAL, n=9).

3.3. Inducao da inflamacao pulmonar alérgica cronica

A inducdo da inflamagao pulmonar foi realizada, segundo protocolo
previamente descrito por Conrad et al. (2009). Este protocolo preconiza o
uso de injecoes subcutaneas de OVA diluidas em solucéo fisioldégica (NaCl
0,9%).
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Os animais com suas genotipagem previamente definidas iniciaram o
protocolo de sensibilizacdo que ao todo constava de 29 dias (Figura 6),
sendo que nos dias 0, 7 € 14 os animais foram sensibilizados com injecao
subcutanea de 50ug de OVA (SigmaAldrich, Alemanha, grau V), diluida em
solucao fisiologica de 200ml (NaCl 0,9%), sendo aplicado um volume de
0,2ml no dorso de cada animal, onde era observado o formato de uma bolha
que correspondia ao fluido injetado sob a pele do animal. Nos animais
controle (WT-SAL e HOM-SAL), foram realizadas inje¢des simuladas do

veiculo (solugao salina) em protocolo idéntico.

Nos dias 26, 27 e 28, os animais foram colocados, em uma
caixa de acrilico (830 x 15 x 20cm) acoplada a um nebulizador ultrasénico
(US — 1000, ICEL, Sao Paulo, Brasil) e submetidos a desafios com inalacoes
de OVA na concentragdo de 10mg/ml (1%) por 20 minutos. Animais dos
grupos controle (WT-SAL e HOM-SAL), receberam solucao salina (NaCl
0,9%) em protocolo idéntico ao descrito acima.
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® MecanicaPulmonar e Avaliagdo histopatolégica

Figura 6. Esquema do protocolo de sensibilizagdo. Animais
homozigotos e selvagens foram sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com
injecao subcutanea de OVA diluida em soro fisiol6gica (50ug) e submetidos
a inalagdes de OVA a 1% ou salina nos dias 26, 27 e 28. ApGs 24 horas do
ultimo desafio antigénico, todos os grupos experimentais foram anestesiados
e submetidos a avaliagdo da mecénica pulmonar.
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3.4. Avaliacao da Mecanica do Sistema Respiratorio

Vinte e quatro horas apdés o Ultimo desafio antigénico, o que
corresponde ao dia 29 do protocolo experimental (Figura 6), os animais foram
pesados , anestesiados (tiopental 80 mg/kg), traqueostomizados e conectados
a um ventilador mecanico préprio para animais de pequeno porte (FlexiVent,
SCIREQ, Montreal, Canada), ventilados com volume corrente de 10mL/Kg e
frequéncia respiratéria de 150ciclos/min (Figura 7). Imediatamente iniciou-se a
cateterizacdo da veia jugular direita com cateter de polietileno (Intramedic,
Batavia). Iniciou-se a curva dose resposta ao agonista broncoconstritor
metacolina, que foi infudido intravenoso, nas doses de 10-3000 ug.mL"

Os dados de Rrs (Resisténcia) e Ers (Elastancia) foram coletados no
momento basal (apds a infusdo de soro fisiolégico) e apbés 30 segundos da
infusdo de cada dose. Foi dado um intervalo de 2 minutos entre cada dose.
Ainda sob efeito da anestesia, os animais foram submetidos a laparotomia e a
exsanguinacao foi realizada por sec¢éo da artéria aorta abdomina

Foi calculada a impedancia do sistema respiratério (Zrs) dos animais de
cada grupo e utilizado um volume de perturbagdo de 16 segundos. A
ventilagdo mecanica foi parada somente para a aplicacao das perturbacoes.
Para o célculo dos dados foram feitas corregdes, considerando as perdas
devido a compressibilidade dos gases (Bates et al., 2003). Vcyl foi corrigido a
fim de obter o volume que efetivamente chegou ao animal (V) e P cyl foi
corrigido, nos dando o valor de Pao, pressdo de abertura das vias aéreas.
Através da derivagao no tempo de V, obtivemos o valor do fluxo (V').
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Entre o ventilador e o0 animal havia um transdutor de pressao (Figura 7)
onde foram coletados os sinais de pressao e fluxo que foram registrados e
enviados a um microcomputador que realizava o calculo da elastancia total do
sistema respiratorio (Ers) e da resisténcia do sistema respiratorio (Rrs)

utilizando a equagéo do movimento do sistema respiratério:
Ptr(t) = Ers.V(t) + Rrs .V'(t)

onde: Pir é a pressao traqueal, V é o volume, V' é o fluxo e t
corresponde ao tempo.

Figura 7. Aparato experimental. A.Equipamento necessario para
avaliacdo da mecanica pulmonar (FlexiVent, SCIREQ, Montreal, Canada). B.
Foto do transdutor de pressédo. Este equipamento capta as variacoes de
pressao e fluxo e envia ao computador (Painel A) que, através da equacgéo do
movimento respiratério, calcula os valores de resisténcia e elastancia do
sistema respiratorio.
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Os dados de Rrs e Ers foram coletados no momento basal (apds a
infusédo de soro fisioldgico) e apds 30 segundos da infusdo de cada dose. Foi
dado um intervalo de 2 minutos entre cada dose. Ainda sob efeito da
anestesia, os animais foram submetidos a laparotomia e a exsanguinagéo foi

realizada por seccao da artéria aorta abdominal

3.5. Lavado Bronco-Alveolar (LBA):

Imediatamente apds a exsanguinacao, foi coletado o lavado bronco-
alveolar (LBA) por meio da infusdo de 0,5 mL de PBS (tampéao fosfato salina)
por 3 vezes consecutivas (total volume 1,5mL) na canula traqueal, com o
uso de uma seringa. O volume recuperado via canula traqueal foi
centrifugado a 1000 rpm, a 5°C, por 10 min. O botdo celular foi
ressuspendido em 200 uL de PBS. A contagem total de células foi realizada
por microscopia Otica com o auxilio de um hemocitdbmetro de Neubauer no

aumento de 400x.

Para a contagem diferencial, 100 uL do LBA foram citocentrifugados a
450 rpm por 6 minutos (Cytospin, Cheshire, UK) e ap6s seca a lamina, esta
foi corada pela técnica de Diff-Quick (Biochemical Sciences INC,
Swedesboro, NJ). A contagem diferencial das células foi determinada a partir
do achado de pelo menos 300 leucécitos/lamina e a diferenciagédo seguiu 0s
critérios hemocitolégicos para diferenciacdo de neutréfilos, eosindfilos,
linfécitos e macrofagos com o auxilio de um microscépio 6ptico com objetiva
de imersao (aumento de 1000X). Os resultados estdo expressos em células
por mL de LBA.

DISSERTACAO DE MESTRADO Cldudia Pontes Miranda



MATERIAL E METODOS 45

3.6. Estudo Morfométrico

Imediatamente apds a coleta do LBA, os pulmdes foram insuflados
com formol a 10% em volume equivalente ao volume corrente de cada
animal (10mL/Kg) e pulm&o e coragdo foram retirados em monobloco. Os
pulmdes foram fixados em formol a 4% por 24 horas. Apos este periodo, 0s
pulmdes foram transferidos para etanol 70% e submetido as técnicas
histoldégicas habituais com parafina, para obtencao de cortes de 4 um de

espessura.

3.6.1. Avaliacdo do Edema Peribronquico e Células

Inflamatorias ao redor das Vias Aéreas. A coloragdo de Hematoxilina e
Eosina foi utilizada para avaliacdo do edema peribroncovascular e para
quantificacdo das de células inflamatérias (mononucleares e
polimorfonucleares) ao redor das vias aéreas. As quantificacdes foram
realizadas pela técnica de contagem de pontos e retas (Weibel et al., 1963),
por meio de um microscépio éptico (CH30, Olympus, Japao) e com o auxilio
de um reticulo de 100 pontos e 50 retas com area conhecida em um

aumento de 1000x (Figura 8).

O reticulo foi ancorado na base do epitélio, sendo que a quantificagéo
do numero de células positivas foi dada pela razdo entre o numero de
células em determinada area e o numero de pontos que coincide com a area
peribrbnquica, entre o epitélio e a adventicia. Os resultados do edema
peribrénquico foram expressos em area de edema (um2) e os resultados
das células foram expressas em célula por unidade de area (10*um?) (Prado
et al.,, 2006b). Para todas as analises foram avaliados de 16 campos de

4vias aéreas randomicamente selecionados por corte.

DISSERTACAO DE MESTRADO Cldudia Pontes Miranda



MATERIAL E METODOS 46

3.6.2. Avaliacao do Remodelamento Bronquico:

A coloragao de Sirius-Red (Direct Red 80, Cl 35780, Aldrich,
EUA) foi utilizada para a contagem das fibras coladgenas na parede das vias
aéreas. Os cortes foram desparafinados e lavados com agua. Além disso,
foram corados por 1 hora no Picro-Sirius Red (Direct Red 80, C. I. 35780,
Aldrich, Milwaukee, WI, EUA) a temperatura ambiente e posteriormente
lavados em agua corrente por 5 minutos. Apds esta etapa, os cortes foram
corados pela Hematoxilina de Harris por 6 minutos e posteriormente lavados
em agua corrente por 10 minutos. Por fim, as laminas foram montadas
(Prado et al., 2006b)

A coloragdo de Resorcina-Fucsina Oxidada foi utilizada para
avaliacao das fibras elasticas (propriamente dita, eulaninicas e oxitalanicas)
ao redor das vias aéreas. Para tanto, os cortes foram desparafinados e
hidratados em agua. Sobre eles, foi gotejada uma solugcdo aquosa de
OXONA 10% e ficaram oxidando por 40 minutos. Foram entdo lavados em
agua corrente por 5 minutos e apds serdo submersos no alcool 70° e 95°.

Apos as laminas foram coradas com Resorcina-Fucsina (Angeli et al., 2008).

A quantificagdo de fibras colagenas e elasticas no pulmao foi
realizada no analisador de imagens (Image ProPlus 4.5.029 for Windows
98/NT/2000), onde a medida de densidade éptica € o método empregado
para deteccao das fibras. As imagens foram capturadas (aumento de 400x)
por uma camera modelo DFC420 (Leica, Wetzlar, Alemanha) acoplada a um
microscépio Optico trinocular DM2500 (Leica), e enviadas ao computador
onde foram processadas pelo programa Qwin Plus (Leica). Apds a captura
das imagens, para cada coloragao, um filtro de cores pré-montado com base
em um namero representativo de fotos de todos os grupos experimentais foi
determinado. Este filtro foi aplicado em todas as leituras de todos os grupos
experimentais. Manualmente a area da parede das vias aéreas foi
determinada (Figura 8B) e os resultados foram expressos em porcentagem

de area de fibras positivas (Colagenas ou Elasticas) em relagdo a area total
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da parede da via aérea (Prado et al., 2005, 2006b).

Toda a anélise morfométrica foi realizada por dois pesquisadores que

nao tinham conhecimento do grupo experimental a que pertencia as laminas.

S . v 1
‘&k ‘o 7
Ve g

%',.e.-.

-
i
=

.
2 s
=

HES
R S

5
A
A

Figura 8. Anédlise Morfométrica. A. Um reticulo composto de 50 retas
e 100 pontos foi acoplado a ocular do microscopio. Foram quantificadas as
células mononucleares ou polimorfonucleares na area determinada (entre a
adventicia e a base do epitélio) e o numero de pontos que coincidia com
esta regidao. O numero de células inflamatérias é dado pela razdo entre o
namero de células contadas e o numero de pontos e expresso em célula por
area. B. .Andlise de Imagem para leitura de fibras colagenas e elasticas na
parede das vias aéreas. Para tanto, as imagens das laminas coradas com
Picro-Sirius ou Resorcina Fucsina Oxidada foram capturadas por uma
camara acoplada a um microscopio e enviadas para um computador.
Posteriormente se determina a area de interesse (no caso as fibras elasticas

e colagenas) por um degrade de cores.
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3.6.3. Imunohistoquimica para deteccao de células positivas

para IL-4, MMP-9 e TIMP-1

A imuno-histoquimica para pesquisa dos anticorpos anti-IL-4, anti-IL-
13, ant-MMP-9 e anti-TIMP-1 foi realizada pelo método Biotina-
estreptavidina peroxidase. Para tanto, as laminas foram desparafinizadas,
seguindo do processo de hidratacdo. A recuperacao antigénica foi obtida
através de citrato PH 6.0 alta temperatura seguida de lavagem com PBS. O
bloqueio da peroxidade enddgena foi realizado com &gua oxigenada
(H202)10V 3%. Apds, iniciou-se a etapa de incubacado com os anticorpos.
Foram utilizados os anticorpos primarios anti-IL-4, anti-IL-10, anti-IL-13, anti—
MMP-9 (1:600) e TIMP-1 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA). As laminas foram incubadas “overnight”. Apés foram lavadas e
montadas. O numero de células positivas para estas coloracdes foram
avaliadas pela técnica de contagem de pontos e retas, como descrito no item
3.6.1. Os resultados foram expressos células positivas/area (10*um?).

3.7. Andlise de Citocinas no Homogenato Pulmonar

Em outro grupo de animais (5 por grupo), no dia 29 do protocolo
experimental, os animais foram anestesiados, exanguinados da mesma
forma descrita acima e os pulmdes foram removidos e congelados
rapidamente para realizar dosagem de citocinas em homogenato de pulmao
por ELISA. A producéo de IL-4, IL-10 foi realizado pelo BioPlex. Os niveis de
TNF-a foi capturada pelo método de imunoensaio enzimatico (ELISA). Os
pulmdes foram macerados e a dosagem foi realizada no homogenato de
pulmao, os valores estao expressos por quantidade da citocina de interesse

em pg por ug de proteina total. As amostras foram testadas em duplicata e
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uma curva padréo foi realizada em cada placa. Os testes foram realizados
de acordo com as instrucées do fabricante e sé foram considerados valores

que estavam dentro da curva.

3.8. Analise Estatistica:

Para a analise estatistica foi utilizado o software Sigma Stat
(Jandel Scientific, San Rafael, CA). Os dados foram avaliados por anélise de
variancia dois fatores e as comparag¢des multiplas foram feitas através de
Student-Newman-Keuls. Os dados foram apresentados em forma de média
+ erro padrao e os graficos em forma de barras paralelas. Foi considerado

estatisticamente significativo o p<0,05.
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4.1. Avaliacao da Mecanica Respiratoria

Na FIGURA 9 pode-se observar os valores da porcentagem da
resposta maxima de resisténcia (%Rrs) (Painel A) e elastancia (%Ers)
(Painel B) do sistema respiratério em relagéo ao basal. Nao houve diferenca
na %Rrs e %Ers entre os animais que foram submetidos ao protocolo de
salina (WT-SAL e HOM-SAL). Ao observamos o efeitos da sensibilizacao
nos animais estudados, notamos que os grupos sensibilizados com OVA
[(WT-OVA: 109,32+23,60%) e (HOM-OVA: 200,59+40,07%)] apresentam
maior %Rrs quando comparado aos respectivos controles que receberam
inalagées com salina [(WT-SAL: 59,09+7,71%) e (HOM-SAL:81,8+12,47%)
(P<0,01). A deficiéncia colinérgica nos animais submetidos ao protocolo de
OVA (grupo HOM-OVA) induziu um aumento na %Rrs em relacdo ao grupo
WT-OVA (P<0,05).

Avaliando a %Ers, ndo foram encontradas diferencas significativas em
nenhum dos grupos estudados [(WT-SAL: 53,62+1,88%), (HOM-SAL:
55,45+4,26%), (WT-OVA: 59,01+4,26%) e (HOM-OVA: 55,7516,27%)].
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Figura 9: Média e erro padrdao dos valores de porcentagem de aumento
maxima em relacdo ao basal de resisténcia (Rrs) (Painel A) e elastancia
(Painel B) do sistema respiratério dos quatro grupos estudados. *P<0,01
comparados aos grupos Salinas, respectivamente; **P<0,05 comparado ao
grupo selvagem-ovoalbumina (WT-OVA).
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4.2. Lavado BroncoAlveolar (LBA)

Na Figura 10, pode-se observar os valores de células totais (Figura
10A) e do diferencial celular (Figura 10 B a E) quantificados no LBA dos
quatro grupos estudados. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
nos grupos que foram submetidos ao protocolo com salina. Os animais
sensibilizados apresentaram aumento de células totais [(WT-OVA:
16900,00£1394,04/mL); (HOM-OVA: 20909,09+1044,07/mL)], macrofagos
[(WT-OVA: 15559,00+1333,89/mL); (HOM-OVA: 17638,00+1049,56/mL)],
linfocitos [(WT-OVA: 287,00+52,37/mL); (HOM-OVA: 363,36+245,44/mL)], e
eosindfilos [(WT-OVA: 1013,70£230,15/mL); (HOM-OVA:
1496,92+210,69/mL)], em relagdo aos animais dos grupos que receberam
inalagdes com salina [WT-SAL: (células totais: 5937,50+988,49/mL),
(macrofagos: 5770,37£1047,79/mL); (Linfécitos: 29,26+8,32/mL),
(eosindfilos: 21,04+9,88/mL) e HOM-SAL (células totais:
9125,0£1044,07/mL), (macréfagos: 6396,46+1599,26/mL); (Linfocitos:
83,37£30,78/mL), (eosindfilos: 69,724+23,36/mL) (P<0,001 para todas as

comparagoes).

Os animais com deficiéncia colinérgica submetidos a sensibilizacéo
com OVA (HOM-OVA) apresentaram ainda maior numero de células totais e
de eosinofilos comparativamente aqueles obtidos nos animais selvagem que
também foram submetidos a inalagbes com ovoalbumina (WT-OVA)
(P<0,05). Nao houve efeito significativo da deficiéncia colinérgica em

linfécitos e macrofagos.

Nao houve diferenca na quantificacao de neutréfilos em nenhum dos
grupos experimentais estudados.
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Figura 10. Média e erro padrdo dos valores de células totais e macréfago,
linfécitos, eosindfilos e neutréfilos no LBA. *P<0,001 comparado aos grupos
salinas, respectivamente; **P<0,05 comparado ao grupo selvagem-
ovoalbumina (WT-OVA).
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4.3. Avaliacao do Edema Peribronquico

Na Figura 11 observam-se os valores do indice de edema
peribroncovascular expressos por area (um2). Os animais do grupo HOM-
SAL (7,36+0,53/um2) apresentaram aumento na darea de edema
peribrénquico nas vias aéreas comparativamente aos animais do grupo WT-
SAL (2,4810,24/um2, P<0,001). Considerando os animais sensibilizados,
houve aumento significativo no edema peribroncovascular nos grupos WT-
OVA (5,75%£0,74/um2) e HOM-OVA (11,11£0,58/um2) em comparagcao aos
seus respectivos controles que receberam inalacées de salina (WT-SAL e
HOM-SAL, P<0,01). A deficiéncia colinérgica nos animais sensibilizados
(grupo HOM-OVA) ainda amplificou a éarea de edema peribrénquico
comparativamente aos animais do grupo WT-OVA (P<0,001).

4.4. Células Inflamatorias Peribronquicas

Na Figura 12, podem-se observar os valores de células
mononucleares (MN) (A) e polimorfonucleares (PMN) (B) quantificadas no
espaco peribronquico. Nao houve diferencga significativa entre os grupos WT-
SAL e HOM-SAL. Considerando os animais sensibilizados, houve aumento
significativo no numero de MN e PMN nos grupos WT-OVA [(MN:
3,74+0,46/10°um?), (PMN: 8,71+1,52/10°um?®] e HOM-OVA [(MN:
5,52+0,57/10%"um?), (PMN: 15,55+1,30/10*um?)] em comparacdo aos seus
respectivos controles que receberam inalagdes de salina [WT-SAL (MN:
2,14+0,25/10*'um?), (PMN: 3,33+0,66/10°um?® e HOM-SAL (MN:
2,91+0,39/10%um?), (PMN: 2,19+0,30/10%um? (P<0,05)]. A deficiéncia
colinérgica nos animais sensibilizados (grupo HOM-OVA) aumentou o
namero de células MN e PMN ao redor das vias aéreas comparativamente
aos animais do grupo WT-OVA (P<0,05).
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Figura 11. Média e erro padrao dos valores de edema peribrénquico nos
quatro grupos estudados. #P<0,001 comparado ao grupo WT-SAL; *P<0,01
comparados aos grupos WT-SAL e HOM-SAL, respectivamente; **P<0,001
comparado ao grupo WT-OVA.
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Figura 12. Média e erro padrdao dos valores de células mononucleares e
polimorfonucleares ao redor das vias aéreas nos quatro grupos estudados.
*P<0,05 comparados aos grupos WT-SAL e HOM-SAL, respectivamente;
**P<0,05 comparado ao grupo WT-OVA.
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4.5. Remodelamento de Vias Aéreas

Para avaliar o remodelamento, foram quantificadas as fibras
colagenas e elasticas na parede das vias aéreas por andlise de imagens. Na
Figura 13 A pode-se observar a porcentagem de fibras colagenas ao redor
das vias aéreas nos quatro grupos estudados. Os animais do grupo HOM-
SAL (27,48+1,67) apresentaram aumento da deposicdo de fibras colagenas
nas vias aéreas comparativamente aos animais do grupo WT-SAL
(20,16x1,30, P<0,05). A sensibilizacgo com ovoalbumina induziu um
aumento no conteudo de fibras colagenas nos grupos WT-OVA (33,71£3,03)
e HOM-OVA (42,31+2,03) quando comparado aos seus respectivos
controles que receberam inalagbes com salina (P<0,001). A deficiéncia
colinérgica nos animais sensibilizados (Grupo HOM-OVA) amplificou a area
de fibras colagenas nas vias aéreas comparativamente aos animais do
grupo WT-OVA (P<0,05).

Considerando o conteudo de fibras elasticas nas vias aéreas, houve
um aumento destas fibras nos animais do grupo HOM-SAL (27,42+3,29)
comparativamente aos animais do grupo WT-SAL (19,18+1,98, P<0,05). A
sensibilizagdo com ovoalbumina induziu um aumento no conteudo de fibras
elasticas apenas nos animais do grupo WT-OVA (31,40£2,26) quando
comparado ao seu respectivo controle que recebeu inalagbes com salina
(WT-SAL, P<0,001). A deficiéncia colinérgica nos animais sensibilizados nao
interferiu na resposta de fibras elasticas nas vias aéreas, nao havendo
diferenca significativa entre os grupos WT-OVA e HOM-OVA (29,81+1,65) e
tampouco entre os grupos HOM-OVA e HOM-SAL.
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Figura 13. Média e erro padrao dos valores de fibras colagenas e elasticas
na parede das vias aéreas nos quatro grupos estudados. #P<0,05
comparado ao grupo WT-SAL; *P<0,001 comparados aos grupos WT-SAL e
HOM-SAL, respectivamente; **P<0,05 comparado ao grupo WT-OVA.
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4.6. Citocinas no Pulmao

Foram analisados os niveis de TNF-q, IL-4 e IL-10 no homogenato do
pulmao dos animais estudados (Figura 14, A, B, E). Além disso, avaliamos
IL-4 e IL-13 nas células inflamatdrias por imunohistoquimica (Fig 14 C e D).

Considerando os niveis de TNF-a, observamos que, embora nao haja
diferenga dos niveis de TNF-a (14A) nos animais sensibilizados em
comparagdo com os controles, houve aumento nos animais homozigotos
[(HOM-SAL: 16,65+1,87) e (HOM-OVA: 18,39+6,48)] em comparagdo aos
selvagens [(WT-SAL: 10,82+1,61) e (WT-OVA: 7,53+1,36)] (P<0,05).

Considerando os niveis de a IL-4 no homogenato pulmonar (4B),
observamos que nao houve diferengca entre os animais salinas. Os animais
sensibilizados e homozigotos (HOM-OVA: 6,58+1,06)] apresentaram niveis
de IL-4 maiores que os salinas [(WT-SAL: 2,36+0,60) e (HOM-SAL:
1,46%£1,27) e que os animais sensibilizados e selvagem [(WT-OVA:
3,01+1,14), (P<0,05). Observamos também a expressao desta interleucina
nas células inflamatoria ao redor das vias aéreas (4C). Notamos que, ndo ha
diferenga entre os animais salinas. Os animais sensibilizados [(WT-OVA:
1,97+0,457) e (HOM-OVA: 4,38+0,387)] apresentaram valores maiores de
células positivas para IL-4 ao redor das vias aérea comparados aos grupos
salina, [(WT-SAL: 0,35+0,42) e (HOM-SAL: 1,01+0,46)] respectivamente
(P<0,05). Ainda, houve amplificagdo desta resposta nos animais do grupo
HOM-OVA comparado ao grupo WT-OVA (P<0,05).

Considerando as células positivas para IL-13 (D), notamos que, nao
ha diferenga entre os animais salinas. Os animais sensibilizados [(WT-OVA:
2,07£0,35) e (HOM-OVA: 4,11+0,747)] apresentaram valores maiores de
células positivas para IL-13 ao redor das vias aérea comparado aos grupos
salina [(WT-SAL: 1,031%0,42) e (HOM-SAL: 1,14+0,16), P<0,05)]. Ainda,
houve amplificacdo desta resposta nos animais do grupo HOM-OVA
comparado ao grupo WT-OVA (P<0,05).
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No intuito de avaliar se a deficiéncia colinérgica interferia com
interleucinas antiinflamatérios, avaliamos os niveis de IL-10 no homogenato
pulmonar e as células positivas ao redor das vias aéreas. Observamos que
ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre o0s grupos
experimentais no homogenato pulmonar (Figura 14E) [(WT-SAL: 5,34%1,15),
(HOM-SAL: 5,32+0,72), (WT-OVA: 6,45+0,84), (HOM-OVA: 5,68+0,84)]. No
pulmao, houve maior numero de células positivas para IL-10 nos animais
sensibilizados [(WT-OVA: 1,79+0,35/10*um?), (HOM-OVA:
1,9340,32/10°um?] em  comparagdo aos salinas  [(WT-SAL:
0,64+0,35/10*um?), (HOM-SAL: 1,24+0,30/10*um?), P<0,05], no entanto a

deficiéncia colinérgica nao alterou esta resposta.

4.7. Expressao de MMP-9 e TIMP-1 em Células Inflamatorias

Avaliamos as células positivas para MMP-9 e para TIMP-1 (Figura
15). Observamos que os animais HOM-SAL apresentam maiores valores de
células positivas em comparacao ao WT-SAL (P<0,05). A sensibilizagao com
ovoalbumina induziu um aumento das células positivas para MMP-9 e para
TIMP-1 nos grupos WT-OVA [(MMP-9: 9,06+1,95), (TIMP-1: 6,94+1,12)] e
HOM-OVA [(MMP-9: 13,40+1,08), (TIMP-1: 12,73+2,90)] quando comparado
aos seus respectivos controles que receberam salina [WT-SAL: (MMP-9:
4,20+0,81), (TIMP-1: 1,48%0,15); HOM-SAL: (MMP-9: 7,10+1,22), (TIMP-1:
5,1210,55), (P<0,05)]. A deficiéncia colinérgica nos animais sensibilizados
(Grupo HOM-OVA) amplificou o numero de células positivas para MMP-9 e
para TIMP-1 quando comparado ao grupo WT-OVA (P<0,05).

Na Figura 16, observamos a coloracao de HE (A-C), PicroSirius (D-F),
imunohistoquimica para MMP-9 (G-1) e TIMP-1 (J-L) dos animais controle
(WT-SAL — primeira coluna), e sensibilizados selvagem (WT-OVA, segunda
coluna) ou homozigoto (HOM-OVA, terceira coluna). Nota-se que os animais
sensibilizados apresentam mais inflamacao peribrédnquica e deposicao de
fibras colagenas, assim como maior coloracdo de MMP-9 e TIMP-1.
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comparados aos grupos WT-SAL e HOM-SAL, respectivamente; **P<0:05
comparado ao grupo WT-OVA.
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Figura 15. Média e erro padrao dos valores de células positivas para MMP-9
(A) e TIMP-1 (B) na parede das aéreas nos quatro grupos estudados.
#P<0,05 comparado ao grupo WT-SAL; *P<0,05 comparados aos grupos
WT-SAL e HOM-SAL, respectivamente; **P<0,05 comparado ao grupo WT-
OVA.
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Figura 16. Fotomicrografia de via aérea de pulmao retirados do animal do
grupo WT-SAL (primeira coluna), WT-OVA (segunda coluna) e HOM-OVA
(terceira coluna). Painéis A-C: Coloracao HE; Painéis D-F: Coloracao
PicroSirius; Painéis G-I: Imunohistoquimica para MMP-9; Painéis J-L:
Imunohistoquimica para TIMP-1.

DISSERTACAO DE MESTRADO Cldudia Pontes Miranda






66

O presente estudo demonstrou, em animais mutantes com redugéo na
expressao de VAChT submetidos a protocolo de inducao alérgica crbnica
com ovoalbumina, que houve piora do edema peribronquico e da inflamacéao
eosinofilica assim como aumento da expressédo de IL-4 e IL-13 no pulmao.
Houve ainda aumento da deposicdo de fibras colagenas pulmonares,
sugerindo maior remodelamento pulmonar nos animais mutantes
sensibilizados, e isso se deve provavelmente ao aumento do nuimero de
células positivas para MMP-9 e TIMP-1. Provavelmente todas estas
alteracées contribuiram para a exacerbagcdo da hiperresponsividade
brénquica observada nestes animais. Estes dados sugerem que a
deficiéncia da funcao colinérgica esta envolvida na inflamagédo pulmonar
alérgica cronica por interferéncia com o reflexo colinérgico antiinflamatério
(Pavlov e Tracey, 2006), sendo esta uma nova via envolvida na

fisiopatogenia da asma brénquica, que merece ser melhor investigada.

A liberacdo de ACh na juncdo neuromotor e sua acado no sistema
nervoso periférico eferente, em receptores muscarinicos ou nicotinicos
(Pavlov e Tracey, 2005), depende diretamente da presenca de VAChT nas
vesiculas sinapticas. A VAChT é expressa tanto no sistema nervoso central
quanto periférico. Considerando a periferia, a VAChT é expressa em
diferentes 6rgaos, incluindo coragcdo, o tracto gastrointestinal, e os outros
(Pavlov, Tracey, 2005). No pulméao, fibras imunoreativas para VAChT foram
identificadas na camada de musculo liso perto de epitélio na traquéia e
brénquios (Arvidsson et al., 1997). Além disso, a expressao de VAChT ja foi
também identificada no epitélio das vias aéreas (Lips et al., 2005), nos
brénquios de macacos (Proskocil et al., 2004), em células secretoras da
traquéia e nos bronquios de roedores (Lips et al., 2007; Adriaensen et al.,
2003).

Castro et al. (2009) desenvolveram animais Knockout para VAChT, e
observaram que o0s animais homozigotos morreram minutos apos o
nascimento, com intensa cianose, sugerindo que a VAChT e a

neurotransmissao colinérgica é essencial para a manutencao da vida. Desta
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forma, o disturbio genético da neurotransmissdo colinérgica em modelos
animais & complexo. Considerando a abundancia dos receptores da ACh,
estudos de receptores individuais podem nao revelar todas as
consequéncias da diminui¢cdo do ténus colinérgico in vivo. Neste sentido, a
utilizagdo de camundongos geneticamente modificados com expressao
alterada ou suprimida de genes relevantes € de particular interesse para
demonstrar a importancia de um Unico mediador Unico. Neste sentido, Prado
et al. (2006a) geraram um modelo de camundongos com disfuncéo
colinérgica (VAChT knockdown, homozigotos [VAChT KDHOM]), onde
animais homozigotos apresentam redugdo de aproximadamente 70% nos
niveis de VAChT (Castro et al., 2009).

No presente estudo, utilizamos este modelo para um melhor
conhecimento dos efeitos da reducao da funcéo colinérgica na inflamacéao
alérgica crénica de vias aéreas. Embora a modificacdo genética ndo seja
totalmente fisiolégica e por isso os resultados obtidos em modelos
geneticamente modificados devam ser cautelosamente interpretados, este
estudo é inovador, isolando especificamente as acées da ACh na resposta
imune inata, particularmente no que se refere a avaliacdo das alteracdes
pulmonares em modelo experimental de asma, permitindo a avaliagéo das

acoOes da reducao funcao colinérgica in vivo por longo prazo.

Os animais mutantes (HOM-SAL) sem inducéo da inflamacgéo alérgica
pulmonar ja apresentam algumas alteracbes pulmonares, sendo o
extravasamento de liquido e a deposicao de fibras colagenas e elasticas ao
redor das vias aéreas as alteracdes significativas. Estas alteracées estao
provavelmente relacionadas a reducao da funcao antiinflamatéria do sistema
colinérgico. No presente estudo detectamos um aumento de TNF-a nos
animais homozigotos submetidos ao protocolo de salina, além de aumento
na expressao de MMP-9/TIMP-1. Considerando que a alteracao genética foi
de longo prazo, o processo de remodelamento e o aumento de

metaloproteinases/inibidores ocorra no sentido de manter a homeostasia
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pulmonar, uma vez que ndo observamos diferencas na inflamacdo e na

funcao pulmonar.

Considerando o extravasamento do edema peribrénquico observado
nos animais nao sensibilizados mutantes, a hipétese mais provavel é que
esta resposta esteja correlacionada ao aumento dos niveis de TNF-q,
mediador pré-inflamatério. Cabe ressaltar ainda que animais VAChT
Knockdown evoluem com insuficiéncia cardiaca, podendo o edema ser de
origem cardiogénica. No entanto, Lara et al. (2010) sé encontrou
insuficiéncia cardiaca esquerda em animais com deficiéncia colinérgica a
partir de 6 meses de vida, idade mais tardia que os animais utilizados no

presente estudo (aproximadamente 2 meses).

O braco eferente do nervo vago é uma importante via antinflamatéria
devido a liberacdo de ACh que interage com receptores colinérgicos
nicotinicos (Gallowitsch-Puerta et al., 2005). A funcdo do sistema colinérgico
anti-inflamatério ja foi descrita em modelos de inflamacao sistémica aguda
(Van Westerloo et al, 2005;. Wang et al, 2004;. Song et al, 2008; Goldstein et
al, 2007) e os autores, em sua maioria, atribuem os efeitos antiinflamatérios
a atuacao da ACh nos receptores a7 nAChR, que modula o NFkB, inibindo a
liberacdo de citocinas. No entanto, poucos estudos avaliaram o sistema
colinérgico antiinflamatério no pulméao. Su et al. (2007) e (2010) mostraram
que a estimulacdo de receptores colinérgicos suprime a inflamacao
pulmonar aguda em ratos, provavelmente pelos efeitos de ACh no
a7nAChR.

Utilizamos modelo de inflamacéao alérgica induzida por via subcutanea
sem associacao de adjuvante previamente descrito por Conrad et al. ( 2009).
Os animais WT-OVA apresentaram aumento de macréfagos, linfécitos e
eosnidfilos no LBA e infiltrado de células MN e PMN ao redor das vias
aéreas, além de intenso edema peribrénquico. O aumento da expressao de
IL-4 e IL-13 observada nos animais selvagens e sensibilizados corrobora

com outros dados experimentais e clinicos que claramente mostraram que
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estas citocinas estdo envolvidas na adeséo e no recrutamento de eosindfilos
e na sua sobrevivéncia (Brusselle et al., 1994, Vieira et al., 2007). Os
eosindfilos também contribuem para o remodelamento de vias aéreas e para
o desenvolvimento de hiper-responsividade brénquica (Hara et al., 2006),
caracteristicas observadas no presente estudo nos animais sensibilizados
com ovalbumina. O niamero de células positivas para MMP-9 e TIMP-1 em
células inflamatérias também estava aumentado nos WT-OVA e
provavelmente estas alteragcdes foram responsaveis pelo processo de
remodelamento observado nestes animais. Em conjunto, os dados acima
apresentados demonstram a eficacia deste modelo de asma experimental

que mimetiza aspectos importantes da asma humana.

Corroborando outros modelos da literatura, o modelo utilizado néo
apresentou inflamacdo neutrofilica no LBA. Provavelmente isso ocorreu
devido ao fato de trabalharmos com inflamacgédo crénica. Sabe-se que os
neutréfilos, embora envolvidos na asma principalmente do tipo grave, sao
células que estdo aumentadas principalmente na resposta aguda ao
estimulo (Kawakami et al., 2008).

Curiosamente, a deficiéncia colinérgica piorou a hiperresponsividade
brénquica em resposta a metacolina nos animais sensibilizados quando
comparado a animais sensibilizados e selvagens. A ACh é um potente
broncconstritor, principalmente por acado nos receptores muscarinicos
presentes no musculos lisos e glandulas submucosas (Rogers, 2001). No
entanto, o papel dos receptores nicotinicos da funcdo pulmonar nao foi
esclarecido. Corroborando com nossos dados, Dorion et al. (2005),
estudando modelo experimental de murinos, utilizaram o agonista nicotinico
nao seletivo 1,1-dimetilfenil 1,4-piperazinium que induziu maior relaxamento
na musculatura lisa da traqueia. Estes resultados sugerem que receptores
nicotinicos também possam participam dos mecanismos de regulagdo do

ténus muscular, induzindo a broncodilatacao.
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E também importante salientar que, embora o principal determinante
de alteragcdes mecanicas do pulmao seja a contracdo do musculo liso das
vias aéreas, a presenca de edema, inflamacdo e deposicdo de fibras
colagenas contribuindo com o aumento da resisténcia do sistema
respiratério por reducdo do didmetro do lumen das vias aéreas. Neste
contexto, os animais mutantes sensibilizados (HOM-OVA) apresentaram
maior edema das vias aéreas, inflamacao e remodelamento que poderiam
explicar os resultados da piora da fungao pulmonar. Por fim, a deficiéncia
colinérgica pode ainda interferir com a liberagdo de outros mediadores
inflamatérios, como o 6xido nitrico, ativacado de fibras C, que podem também

corroborar com a piora da hiperresponsividade brénquica.

Nao observamos diferencas significativas na elastancia do sistema
respiratério em nenhum dos grupos estudados. Embora tenha havido
alteragdes nos componentes de fibras elasticas nos animais WT-OVA, estas
alteracdes histolégicas nao correspondem a alteracdes na Ers. Isso pode
ocorrer porgue medimos a elastancia do sistema respiratorio e nao somente
de tecido pulmonar. Talvez medidas de mecénica mais sofisticadas
pudessem detectar estas diferencas. Considerando a deficiéncia colinérgica,
a imunorreatividade para os componentes do sistema colinérgico nas vias
aéreas € mais acentuada nas vias aéreas proximais, sendo que as vias
aéreas distais até a nona geracdao nao sao inervadas pelo parassimpatico
(Barnes et al., 1998; Left, 1982).

A resposta inflamatéria é caracterizado por alteracdo da
permeabilidade endotelial e recrutamento de células inflamatérias. Neste
contexto, os animais mutantes sensibilizados apresentaram um aumento do
edema peribronquico assim como do infiltrado de células MN e PMN ao
redor das vias aéreas quando comparado aos animais selvagens
sensibilizados. Além disso, avaliamos ainda a inflamacdo no LBA e
observamos os efeitos da deficiéncia colinérgica amplificando a resposta
inflamatéria eosinofilica. Nao houve diferenga nos outros tipos de células
inflamatérias no LBA entre os grupos WT-OVA e HOMO-OVA. Pelo que
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sabemos, estes dados mostram pela primeira vez a importancia da Ach

endogena no controle da inflamacéao alérgica de vias aéreas.

Os efeitos da deficiéncia colinérgica amplificando a inflamacao foram
previamente relatadas por outros autores em diferentes modelos
experimentais. Van Westerloo et al. (2005) mostraram que os ratos
vagotomizados apresentaram um aumento de células inflamatérias no fluido
peritoneal apo6s peritonite séptico, aumentando respostas inflamatérias
aguda e crbnica, sugerindo que o sistema anti-inflamatério colinérgica é
importante na defesa do hospedeiro. Hofer et al. (2008) mostraram que a
inibicdo da acetilcolinesterase pelo tratamento com fisostigmina reduziu a

mortalidade e os niveis de citocinas pro-inflamatoérias.

No que diz respeito aos niveis de citocinas, medimos a IL-4 e a IL-13,
citocinas pro-inflamatérias de resposta Th2 e a IL-10, uma citocina anti-
inflamatéria, no pulmdo. Animais mutantes sensibilizados apresentaram
maior nimero de células positivas para a expressao de IL-4 e também maior
quantidade de IL-4 no homogenato pulmonar. Os nossos resultados estdo
de acordo com Zhu e Gilmour (2009) que mostraram que camundongos da
linhagem C57BL/6J tem aumento da inflamacao eosinofilica dependente de
IL-4, sem necessariamente interferir com outras citocinas, como IL-5,
sugerindo assim que a IL-4 seja uma citocina de crucial importancia para a
manutencdo da inflamacao eosinofilica. Mostramos também que o numero
de células inflamatérias positivas para IL-13 também foi maior nos animais
do grupo HOM-OVA em comparacao ao grupo WT-OVA. Outros autores ja
demonstraram a importancia destas citocinas na resposta alérgica (Corren,
2011, Williams et al., 2012), embora no presente estudo nado tenhamos
detectado niveis suficientes de IL-13 no homogenato pulmonar (dados nao
mostrados).

No intuito de avaliar se a deficiéncia colinérgica modula as citocinas
anti-inflamatérias, avaliamos no homogenato pulmonar a quantidade de IL-

10. Nao foram notadas diferencas significativas entre os grupos
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experimentais. Considerando as células inflamatérias para IL-10 ao redor
das vias aereas, houve apenas efeito da sensibilizacdo, sem haver qualquer
diferenga entre os grupo HOM e WT. Corroborando nossos achados,
Borovikova et al., (2000) demonstraram que a estimulagéo eléctrica directa
do nervo vago periférico in vivo inibiu os niveis de IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-q,
sem qualquer efeito nos niveis de IL-10. Em conjunto, estes dados sugerem
que a deficiéncia colinérgica contribuiu com a piora da inflamagéo pulmonar
alérgica, aumentando diretamente os niveis de citocinas pré-inflamatoérias,

sem intereferéncia com citocinas antiinflamatérias.

Como citado anteriormente, os niveis de TNF-a foi maior nos animais
HOM-OVA do que nos animais WT-OVA, nao sendo alterado pela indugéao
da sensibilizacdo alérgica. Embora o TNF-a seja uma citocina central
envolvida na resposta inflamatéria (Johnston, Webster, 2009), o seu papel
na patogenia da asma permanece ainda & controverso. Cho et al (2011)
mostraram reducdo de eosindfilos peribrénquicos e do remodelamento
peribrbnquica em animais com deficiéncia de receptores de TNF-a. Varios
estudos tém sugerido que o TNF-a desempenha um papel importante na
patogénese da asma (Bradding et al.,1994; Broide et al.,1992; Keatings et
al.,1997) e que o TNF-a induz o agravamento da hiperresponsividade em
animais (Kips et a., 1992 e Zuany-Amorim et al., 1995) e humanos (Thomas
et al., 1995). Por outro lado, outros observaram aumento de TNF- a somente
em pacientes com asma grave (Corren, 2011), sugerindo que o TNF--a
tenha importdncia somente na asma severa e nas formas refratarias da
doenca (Desai, Brightling, 2010). No presente estudo, a sensibilizacdo per se
nao intereferiu com os niveis de TNF--a. Considerando ainda que os niveis
de TNF--a foram semelhantes nos animais HOM-SAL e HOM-OVA, néao
podemos atribuir as alteracées observadas nos animais HOM-OVA aem

relacdo ao WT-OVA a este mediador.

A persisténcia da inflamacgao crénica pode induzir a uma reparo do
tecido, conhecido como remodelamento, que envolve alteragdes estruturais

da parede das vias aéreas com uma deposicdo muitas vezes desarranjada
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das fibras da MEC. Embora exista uma grande discussdao se o
remodelamento oocorre no sentido de proteger a via aérea ou se esta
alteracao estrutural é responsavel pela hiperresponsividade, parece que o
remodelamento pulmonar tem um importante significado clinico nos
pacientes asmaticos contribuindo para a pior funcao pulmonar observada ao
longo dos anos (Phipps et al., 2004). Os animais homozigotos que foram
submetidos a sensibilizacdo apresentaram um aumento no conteudo de
fibras colagenas, sem alterar a deposicdo de fibras elasticas, quando
comparado aqueles sensibilizados e selvagens.

A piora da inflamagéo eosinofilica induzida pela deficiéncia de VAChT
poderia explicar per se o maior remodelamento da MEC uma vez que estas
células estdo envolvidas na liberacdo de diferentes tipos de mediadores
proéfribréticos e citocinas (Chetta et al., 1997) que podem induzir um efeito
proliferativo no musculo liso de vias aéreas (Gosens et al., 2008), além de
intereferirem com o equilibrio de MMP/TIMP (Chetta et al., 1996).

O equilibrio das MMP e dos TIMP tem um papel fundamental na
imunomodulacdo da composicdo da MEC na patogénese da asma (Elshaw
et al, 2004, Araujo et al, 2008). Demonstramos que a deficiéncia colinérgica
em animais submetidos ao protocolo de sensibilizagdo induziu um maior
aumento tanto de células positivas para MMP-9 quanto para TIMP-1 ao
redor das vias aéreas. Embora o aumento da MMP-9 e das fibras coldgenas
observadas no grupo HOM-OVA pareca ser controverso considerando que
este grupo apresentou mais fibras colagenas, € importante notar que a
relacdo do aumento de MMP-9/TIMP-1 foi menor no grupo HOM-OVA do
que nos demais grupos. Neste sentido, a expressdao de TIMP-1 aumento
757% em relagdo ao grupo controle, enquanto o aumento de células
positivas para MMP-9, que degrada componentes da matriz extracelular, foi
somente de 219% neste grupo, favorecendo assim a deposicao de fibras da
MEC. Além dos efeito na degradacdo de componentes da MEC, as MMPs
também estdo envolvidas no recrutamento de células inflamatérias e na

defesas do hospedeiro (Greenlee et al., 2007).
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Corroborando nosso achados, Blanchet et al., (2007) utilizaram
agonista nicotinico e observaram inibicdo da atividade de eosindfilos, da
liberacdo de leucotrieno C4 e de MMP-9 in vitro. Inativando o a7nAChR in
vitro, Maouche et al. (2009) observaram aumento da proliferagdo celular
durante as etapas iniciais da regeneracado epitelial, levando a alteracdes
epiteliais, como a hiperplasia das células basais e metaplasia escamosa. Os
autores sugerem que este receptor pode estar envolvido no remodelamento
observado em diferentes doengas broncopulmonares.

Nao observamos efeito do sistema colinérgico nas fibras elasticas.
Nao ha consenso na literatura sobre as mudancas no sistema de fibras
elasticas nas vias aéreas de pacientes asmaticos. Bousquet et al. (1996), em
um estudo descritivo de bidpsias bronquicas de asmaticos com diferentes
gravidade da doencga, observaram fragmentacdo da rede de fibras do
sistema elastico na camada subepitelial, provavelmente devido a elastdlise,
resultando em aumento do fechamento das vias aéreas e aumento aparente
da responsividade.Entretanto, Godfrey et al. (1995) sugeriram que a reducao
do conteudo de fibras do sistema elastico ndo é uma caracteristica da asma
moderada ou fatal, e que ndo é um fator contribuinte a redugcdo do
recolhimento elastico relatado e ao desenvolvimento da hiperresponsividade
da via aérea. Considerando o sistema colinérgico, nada se tem na literatura

dos efeitos da ACh no conteldo destas fibras.

O presente estudo tem algumas limitagbes uma vez que estamos
cientes de que os animais ndo desenvolvem asma e por isso é necessario
cautela na transposicdo de nossos achados para seres humanos. No
entanto, os modelos animais sdo extremamente Uteis para compreender
melhor patogénese da doenca e para avaliar as intervencoes terapéuticas e

novos mecanismos fisiopatolégicos.

Em concluséo, os resultados obtidos no presente estudo mostraram
que a deficiéncia colinérgica a longo prazo piorou a hiperresponsividade

brénquica, inflamacédo e o remodelamento de fibras coldgenas em modelo
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murino de asma experimental, por interferéncia com citocinas pro-
inflamatérias e por afetar o equilibrio MMP/TIMP no pulmao. Coletivamente,
esses dados reforcam a idéia de que o sistema colinérgico modula a funcao
pulmonar de diferentes maneiras e por isso os efeitos da ACh na
fisiopatologia da doenca pulmonar merece uma investigacdo mais

aprofundada.
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A inducdo da deficiéncia colinérgica por reducdo da proteina
transportadora de acetilcolina piorou a hiperresponsividade brénquica, a
inflamacéo e o remodelamento de fibras colagenas em modelo experimental

de inflamacao pulmonar induzida pela exposicao repetida a ovoalbumina.

Estas alteracdes ocorreram provavelmente pelo efeito da deficiéncia
colinérgica aumentado os niveis de citocinas pro-inflamatérias, como IL-4 e
IL-13, e também por afetar o equilibrio MMP/TIMP no pulm&o. Nao houve

efeito da deficiéncia colinérgica na citocina antiinflamatéria IL-10.
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