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RESUMO

Santos TM. Efeitos da exposicdo a poluicdo ambiental advinda da pelotizacéo
do minério de ferro na inflamacdo pulmonar alérgica cronica: possivel
participacdo do sistema colinérgico na mecéanica pulmonar, inflamacéo,
remodelamento da matriz extracelular e no estresse oxidativo em camundongos
geneticamente modificados [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2023.

Introducédo: A exposicdo ao p6 de minério em periodos curtos, sazonais ou
prolongados pode produzir efeitos nocivos a saude de individuos com doencgas
alérgicas crbnicas, como a asma. Pouco se sabe sobre os efeitos da via anti-
inflamatoria colinérgica na modulagéo dos efeitos da poluicdo em animais com
inflamacéo alérgica crénica. Objetivo: Estudar os efeitos do p6 de ferro e da
poluicdo em camundongos com inflamacéo pulmonar alérgica crénica e com
modificacdo do receptor VAChT, avaliando a hiperresponsividade,
remodelamento inflamatério e as respostas ao estresse oxidativo durante as
estacdes de verdo e inverno em dois locais de uma cidade do Brasil. Métodos:
Foram utilizados um total de 108 animais, divididos em dezoito grupos (n = 6):
WT (tipo selvagem), WT-Locall (tipo selvagem exposto a p6 metalico devido a
pelotizacdo de ferro em uma mineradora), WT-Local2 (tipo selvagem exposto a
pé de metal 3,21mi em uma empresa de mineragdo), VAChT KD (animais
geneticamente modificados com diminuicdo de VACHT); VAChT KD Locall
(exposto a p6 de ferro devido da pelotizacdo de minério de ferro em uma
mineradora); VAChT KD-Local2 (exposto ao pé de ferro a 5 Km de uma
mineradora), VAChT KDA (animais geneticamente modificados com diminuicéo
de VACHhT e sensibilizados com ovalbumina); VAChT KDA-Locall (animais
geneticamente modificados com diminuicdo de VAChT sensibilizados com
ovalbumina e expostos ao Locall); VAChT KDA-Local2 (animais geneticamente
modificados com diminuicdo de VAChT sensibilizados com ovalbumina e
expostos ao Local2). Os animais foram expostos aos locais por 2 semanas
durante as estacdes de verdo e inverno. No 30° dia do protocolo, avaliamos
hiperresponsividade, inflamacé&o, remodelacéo, respostas ao estresse oxidativo
e sistema colinérgico. Resultados: Quando analisamos os animais WT, os
animais expostos ao Local 1 apresentaram aumento de %Rrs e %Raw em
relacdo aos animais do grupo biotério, também houve aumento de %Rrs e
células positivas para IL-17 no WT -Local2 animais em comparagdo com 0S
animais WT. No verdo, animais WT expostos ao Local 1 apresentaram aumento
de %Rrs, Raw e IL-5 em relacdo aos animais expostos ao Local 2, e no inverno,
animais expostos ao local 2 apresentaram aumento de células IL-17 positivas
em relacdo aos animais expostos ao Local 1. Ao comparar animais VAChT KD
com animais WT, houve aumento de %Rrs, NFkappaB, IL-5 e IL-13 e diminuig¢&o
de a-7 em animais VAChT KD. Os animais VAChT KDA apresentaram aumento
da hiperresponsividade (%Rrs, %Raw, %Ers), de todos os marcadores



inflamatorios avaliados, de remodelamento (MMP-9, TIMP-1, TGF-B, contetdo
de fibras de colageno), de INOS e de conteudo de isoprostano em comparacao
aos animais do grupo VAChT KD. Animais VAChT KDA expostos ao Local 1
apresentaram aumento de %Rrs, %Htis, INOS, eosindfilos, NF-Kappa B, IL-5 e
IL-13 em relacdo aos animais que permaneceram no biotério. Os animais VAChT
KDA expostos ao Local 2 apresentaram aumento de eosinofilos, IL-4, IL-5, IL-
13, MMP-9, fibras coldgenas e teor de isoprostano em relacdo aos animais que
permaneceram no biotério. Conclusdo: A reducgéo da sinalizagdo colinérgica
aumenta a inflamac&o pulmonar em um modelo de inflamagé&o pulmonar alérgica
cronica e quando associada a poluicdo pode exacerbar algumas respostas
relacionadas a inflamacéo, estresse oxidativo e remodelacao

Palavras-chave: Asma. Acetilcolina. Material particulado. Poluicdo do ar.
Inflamacao. Proteinas vesiculares transportadoras de acetilcolina.



ABSTRACT

Santos TM. Effects of exposure to environmental pollution from pelletizing of iron
ore in chronic allergic lung inflammation: possible participation of the cholinergic
system in lung mechanics, inflammation, extracellular matrix remodeling and
oxidative stress in genetically modified mice [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2023.

Background: Exposure to ore dust in short periods, seasonally or in the long
term, can produce harmful effects on the health of individuals with chronic allergic
diseases, such as asthma. Little is known about the effects of the cholinergic anti-
inflammatory pathway on the modulation of pollution effects in animals with
chronic allergic inflammation. Objective: To study the effects of iron dust and
pollution in mice with chronic allergic lung inflammation and with the modification
of VAChT receptor by evaluating hyperresponsiveness, inflammatory remodeling
and oxidative stress responses during the summer and winter stations in two
locals in a city in Brazil. Methods: A total of one hundred and eight animals were
used, were divided into eighteen groups (n = 6): WT (wild tipe), WT-Locall (wild
tipe exposed to metal powder due to pelletizing iron at a mining company), WT-
Local2 (wild tipe exposed to metal powder 3.21mi at a mining company), KD
VAChT (genetically modified animals with reduced VAChT); KD VAChT-Locall
(exposed to metal powder due to pelletizing iron ore at a mining company); KD
VAChT-Local2 (exposed to metal powder 3.21mi at a mining company), KDA
VACHhT (genetically modified animals with reduced VAChT sensitized with
ovalbumin); KDA VAChT-Locall (genetically modified animals with reduced
VAChT sensitized with ovalbumin and exposed to Locall); KDA VAChT-Local2
(genetically modified animals with reduced VAChT sensitized with ovalbumin and
exposed to Local2). The animals were exposed to the locals for 2 weeks during
the summer and winter stations. On 30th day of the protocol, we evaluated
hyperresponsiveness, inflammation, remodeling, oxidative stress responses and
cholinergic system. Results: When we analyzed the WT animals, the animals
exposed to Local 1 showed an increase in %Rrs and %Raw compared to the
animals in the vivarium group, there was also an increase in %Rrs and IL-17
positive cells in the WT-Local2 animals compared to the WT animals. In summer,
WT animals exposed to Local 1 showed an increase in %Rrs, Raw and IL-5
compared to animals exposed to Local 2, and in winter, animals exposed to local
2 showed an increase in IL-17 positive cells compared to animals exposed to
Local 1. When comparing VACht KD animals with WT animals, there was an
increase in %Rrs, NFkappaB, IL-5 and IL-13 and a decrease in alpha-7 in VAChT
KD animals. VAChT KDA animals showed increased hyperresponsiveness
(%Rrs, %Raw, %Ers), of all inflammatory markers evaluated, of remodeling
(MMP-9, TIMP-1, TGF-B, collagen fiber content), of INOS and of isoprostane
content compared to animals in the VAChT KD group. Animals VAChT KDA
exposed to Local 1 showed an increase in %Rrs, %Htis, INOS, eosinophils,



NFKappa B, IL-5 and IL-13 compared to animals that remained in the vivarium.
Animals VAChT KDA exposed to Local 2 showed an increase in eosinophils, IL-
4, IL-5, IL-13, MMP-9, collagen fibers and isoprostane content compared to
animals that remained in the vivarium. Conclusion: Reduced cholinergic
signaling increases lung inflammation in a model of chronic allergic lung
inflammation and that when associated with pollution it can exacerbate some
responses related to inflammation, oxidative stress and remodeling

Keywords: Asthma. Acetylcholine. Particulate matter. Air  pollution.

Inflammation. Vesicular acetylcholine transport proteins.



LISTA DE SIGLAS

ACh Acetilcolina

Al Aluminio

ASAS Alta Subtropical do Atlantico Sul

Ca Célcio

Cl Cloro

CLM Cadeia Leve de Miosina

CO Monoxido de Carbono

Cr Crémio

DPOC Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica
ECP Proteina catibnica eosindfila

EDN Neurotoxina derivada de eosinofilos
EPO Peroxidase de eosindfilos

Ers Elastancia do Sistema Respiratorio
Fe Ferro

FGF Fator de crescimento fibroblastico
FLBA Fluido do Lavado Broncoalveolar
Gtis Resisténcia do Tecido Pulmonar
H202 Peroxido de Hidrogénio

HCIO Acido hipocloroso

HRVA Hiperresponsividade das vias aéreas
Htis Elastancia dos Tecidos Pulmonares
IEMA Instituto de Meio Ambiente e Recursos Hidricos
Ig Imunoglobulina

IL Interleucina

IQAR indice de Qualidade do Ar

MAChR Receptores Muscarinicos

MMP Metaloproteinases

Mn Manganés

MBP Proteina basica principal

nNnAChR Receptores Nicotinicos

NANC Sistema nervoso ndo adrenérgico ndo colinérgico

NF-kB Fator Nuclear Kappa B



Ni Niquel

NO Oxido Nitrico

NO2 Di6xido de Nitrogénio

Os Ozonio

OVA Ovoalbumina

Pl Particulas Inalaveis

PIB Produto Interno Bruto

PM Material Particulado

PNS Pesquisam Nacional de Saude

PTS Particulas totais em suspensao

Raw Resisténcia das Vias Aéreas

RMGV Regido Metropolitana da Grande Vitoria
ROS Espécies reativas de oxigénio

Rrs Resisténcia do Sistema Respiratorio

Si Silicio

SOz Di6xido de Enxofre

TGF-B Fator de transformacao de crescimento beta
Th T helper

VAChT Transportador Vesicular de Acetilcolina
VIP Peptideo Intestinal Vasoativo

Zn Zinco
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1. INTRODUCAO

1.1. Poluicao atmosférica

A poluicdo é um problema das grandes cidades do mundo e de polos
industriais. Existem padrdes internacionais estabelecidos para a emissao de
poluentes. No entanto, de acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude
(2008), mesmo em locais que atendem a esses padrdes, as mudancgas nos niveis
de poluicdo a curto e longo prazo podem ter efeitos nocivos a saude, como
alergias, doencas respiratorias, cardiacas e cancer. Segundo as Nacdes Unidas
(2020), a poluicédo do ar € responsavel por 7 milhdes de mortes prematuras todos

0S anos, principalmente em paises de baixa e média renda.

A mistura complexa de particulas de poluentes (material solido) e
goticulas de liquido na atmosfera, € denominada material particulado (PM) com
didametros que variam de grossos (didametro entre 2,5um a 10um), finos (diametro
menor que 2,5um) e ultrafinos (diametro de 0,1um). Particulas finas e ultrafinas

podem ser inalaveis (1).

O material particulado contém uma extensa variedade de substancias
toxicas derivadas de produtos industriais e emissfes veiculares, combustdes de
carvao, sal marinho e poeiras (2). Dependendo da cidade onde o poluente &
coletado, o PM pode conter quantidades varidveis de restos de combustédo de
combustivel féssil, como hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos, sulfatos,
nitratos, material microbiano, e elementos quimicos, como ferro (Fe), zinco (Zn),
silica, sddio e aluminio (Al). Além disso, esses PMs podem permanecer na
atmosfera por um longo periodo, por grandes distancias e facilmente

desencadeiam doencgas pulmonares (4).

Quanto menor o tamanho da particula, maior o dano a PM causa nos
pulmdes (5). O material particulado fino, induz maior resisténcia pulmonar e
respostas inflamatérias alérgicas em comparacdo com maiores quando testado
em uma dose de massa igual (6,7). Particulas com diametros menores que
2,5um podem penetrar nos bronquiolos e alvéolos sendo considerado a particula
mais prejudicial para os pulmdes, pois permanecem por mais tempo em

suspensao na atmosfera, aumentando a probabilidade de inalagéo e a taxa com
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que a composicdo do ar é alterada, Figura 1 (8). Alguns dos efeitos
cardiorrespiratorios gerados a saude sdo: aumento do risco de doencas
cardiovasculares, inflamacdes crbénicas pulmonares, reducdo da funcéo
pulmonar e aumento de crises de asma (9). Além da area de PM, a composicéo

guimica também é um importante determinante da resposta inflamatoria (10).

Vias aéreas superiores

VISTA LATERAL

Figura 1 - Representagdo do material particulado gerado pela polui¢cdo advinda de p6 de minérios
e &reas pulmonares de deposicdo de acordo com seu tamanho. Adaptado de Guarieiro et al.,
2013 (3).

Estudos mostraram resultados inconsistentes em respostas T helper-1
(Th1) ou T helper-2 (Th2) associadas a PM 2,5um. Alguns estudos mostraram
que a exposicado ao PM 2,5um leva a uma resposta imune tendenciosa Th1 em
modelos animais ou humanos (11). Outros mostraram que a resposta imune Th2
€ dominante, sendo que em camundongos sensibilizados com ovoalbumina
(OVA) e expostos a PM 2,5um os linfocitos, neutréfilos e IL-4 contribuem para a

inflamacgéo das vias aéreas, e esta inflamacgéo é agravada pelo PM (12).

O PM 2,5um esta correlacionado com a exacerbacdo da asma na
Europa, Américas, Coréia, Japao e China (13-18). A morbidade da asma
também estd positivamente associada aos niveis ambientais diarios de
PM2,5um (10).

Poluentes como o ozbnio (Os) estdo ligados ao aumento de crise

asmatica, bronquite e doengas pulmonares obstrutivas crénicas, bem como a
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reducado das funcbes pulmonares em criangas. Este poluente esta presente nas
camadas mais baixas da atmosfera e € produzido por uma série de reacdes
fotoquimicas complexas que envolvem didxido de nitrogénio (NO2) e compostos
organicos volateis, que migram de suas fontes originais por muitos quildmetros.
Sua producéo depende da insolacéo e seus picos ocorrem no verao e nas horas

préximas ao meio-dia (19).

O precursor do 0zénio é a queima de combustivel fossil, que é a principal
fonte de monoxido e NO2. O monoxido € convertido em dioxido de nitrogénio por
oxidacdo. Este poluente pode ser convertido em &cido nitrico e esta associado a
efeitos e desfechos adversos a saude, principalmente em doencas respiratorias
como asma e doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)(19).

Outro poluente € o enxofre, que vem de diversas fontes, como o petroleo
e metais em estado bruto. O diéxido de enxofre (SO2) é emitido e formado pela
oxidacao do elemento e sua presenca na atmosfera pode levar a formacao de
acidos (H2S0Os3 e H2S04) e provocar alteracdes climéticas. Este poluente esta
relacionado a varios efeitos e desfechos danosos a saude, principalmente na

exacerbacgdo da asma e da pneumonia (19).

Além de terem efeitos perigosos para a saude, 0s metais sao
frequentemente usados como combustiveis aditivados. Houve diminuicdo da
poluicdo causada pelos metais desde que houve a proibicdo do uso de tetraetil
de chumbo como aditivo (19).

A manipulacdo de materiais com ferro e aco podem liberar para a
atmosfera grandes quantidades de metais, incluindo o manganés (Mn), o niquel
(Ni), o zinco (Zn), o crébmio (Cr) e o ferro (Fe). A duracdo da exposicédo
ocupacional esta associada a uma diminuicdo das medidas da funcdo pulmonar
(20). Estudos relatam aumento dos sintomas respiratérios e asma ocupacional

em trabalhadores expostos a vapores de soldagem (21,22).

Estas emissOes podem ser uma fonte importante de exposicao
ambiental para populacbes em comunidades residenciais préximas. Por

exemplo, um estudo de individuos saudaveis em Ontario, no Canada, descobriu
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gue as medidas da funcéo pulmonar eram significativamente mais baixas depois
gue os individuos passaram cinco dias consecutivos em um bairro adjacente a
uma usina siderurgica quando comparado a cinco dias passados em um campus
universitario mais distante. Além disso, mesmo ap0s a cessacao da producao,
essas populacbes podem continuar a ser expostas através da inalacdo de

particulas ressuspendidas (23).

Zheng et al., 2013 demonstraram que crian¢as que vivem em Guiyu, na
China, uma cidade de processamento de lixo eletrbnico que sabe-se que tem
alta concentracdo de Mn, Ni e Cr, apresentaram medidas de func¢do pulmonar
significativamente menores do que as criancas de uma cidade sem histéria de

processamento de lixo eletronico (24).

Pesquisadores relatam que em municipios dos Estados Unidos que
tinham niveis mais elevados de Ni, as internacfes por doencas cardiovasculares
e respiratorias foram maiores (25). A presenca de Ni em PM foi associada com
maior chance de broncoconstricdo em criancas com 24 meses (26). Niveis de
Zinco no ambiente também foram associados com aumentos de idas ao pronto
socorro e hospitalizacfes por asma em criancgas (27). Também existe associacao
significativa entre exposi¢cdo ao SO4 em PM2,5 e hospitalizagbes e idas ao
pronto-socorro em criancas asmaticas (28). H4& um risco aumentado de
morbidade respiratéria com concentracdes crescentes de metais no PM
ambiental (29).

O chumbo, o material particulado (PM10 ou PM2,5), o SO2, o NO2, o
monodxido de carbono (CO) e o O3 sdo 0s agentes mais perigosos para a saude
listados em critérios de qualidade do ar (30). Os riscos potenciais de agentes
como compostos organicos volateis, sulfatos, cloretos, metais e dioxinas, que
ainda ndo s&o avaliados ou monitorados adequadamente no ambiente,
constituem gera preocupacao. Liu et al. (2013), consideraram que em relagcéo a
saude, o 0z6nio e o material particulado séo os contaminantes atmosféricos que

mais trazem prejuizos (31).

1.1.1. Padrdes de Qualidade do Ar
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No Brasil os padrdes de qualidade do ar sdo estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA (Conselho Nacional de Meio Ambiente) n® 491/2018, seu
objetivo é fornecer um instrumento de gestdo da qualidade do ar, ajudar na
medicdo de poluentes presentes e introduzir como cada condi¢do do ar afeta a

saude humana (Resolucédo n°491, de novembro de 2018).

Com o indice de Qualidade do Ar (IQAR), avalia-se os efeitos dos
poluentes na populagdo. Uma formula matematica € utilizada através de
resultados de concentracéo obtidos, e com isso classifica-se a qualidade do ar
em Boa, Moderada, Ruim, Muito ruim ou Péssima. Os dados sdo entédo
colocados em uma tabela é identificados com cores de acordo com a sua
classificagéo, conforme apresentado na Tabela 1. E divulgado o resultado mais

grave apos o célculo dos poluentes monitorados.

Por meio do amostrador de grandes volumes que € utilizado durante 24
horas é realizada a medicao do nivel de particulas totais em suspenséo (PTS).

Tabela 1 - indice de qualidade do ar.

. MP1o MP2s O: co NO:z S0z
m;:::“ ﬂ 2 Vi 2
24h 24h 8h 8h 1h 24h

N4 = Muito | 121- 200
Ruim
NS -

201 - 400

Péssima

Fonte: Cetesb, 2019

1.2. Municipio de Vitéria

A Regido Metropolitana da Grande Vitoria (RMGV) abrange um territorio
de 2.316,49 km2 com area urbana de 672,57 km2 (32) e é um dos principais polos
de desenvolvimento urbano e industrial do Estado do Espirito Santo,
comportando uma populacdo de aproximadamente 2 milhdes de habitantes
(IBGE, 2020) (33), o que equivale a cerca de 50% da populacdo do Estado,
embora ocupe apenas 5% do territério capixaba (IJSN, 2008) (34), conforme
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ilustrado na Figura 2. Os municipios de Serra, Cariacica, Vitoria, Viana e Vila

Velha fazem parte da RMGV.
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Figura 2. Localizacdo da Regido Metropolitana da Grande Vitoria (Relatorio Anual de Qualidade

do ar, 2019).

1.2.1. Clima Local

As condicbes climaticas e meteorologicas séo fortemente influenciadas

pela localizagdo geografica (latitude) e pelo relevo (35). A RMGV abrange uma

area com relevo que varia desde colinas até planicies litoraneas. Possuindo uma

variedade de areas de solo, variando de extensas areas de cobertura vegetal até

grandes areas pavimentadas nas cidades. A topografia e a proximidade com o

oceano regulam o clima, o que favorece a dispersdo de alguns poluentes na

regiao (35).

As condi¢Bes meteoroldgicas influenciam na dispersédo ou acumulacéo

de poluentes (36). Fatores como temperatura, umidade relativa, velocidade e

direcdo do vento estdo frequentemente associados a qualidade do ar (37,38).
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Autores sugerem que a baixa umidade relativa e a baixa velocidade do vento
elevam a quantidade de poluentes (39). Além disso, a precipitacdo pluviométrica
ajuda a dispersar e diluir os poluentes o que resulta em uma redugcao da
concentracéo destes (40).

A RMGV esta localizada na zona tropical, tendo o inverno com uma
estacdo seca e no verdo uma estacdo chuvosa (35). Detalhadamente a menor
quantidade de precipitacdo ocorre em agosto (49,6 mm). A Alta Subtropical do
Atlantico Sul (ASAS) é significativa para o clima da América do Sul e afeta o
clima do Brasil. A ASAS concentra os poluentes nas camadas mais proximas a
superficie dos centros urbanos das regifes sul e sudeste durante o inverno,
impedindo a entrada de frentes e promovendo a formacao de inverséo térmica
(41).

Segundo dados do municipio de Vitéria no ano em que foi realizado este
estudo, em relagdo a precipitacdo, notou-se que o inverno foi o periodo mais
seco, e 0 verdo o periodo mais chuvoso. Porém, em 2019, ocorreram periodos
atipicos, especialmente em janeiro, que ocorreu escassez de chuvas. Ao longo
de 2019, as médias mensais de temperatura do ar ndo apresentaram grandes
variacdes e a umidade relativa do ar manteve-se alta durante todo o ano (42).

Houve forte influéncia dos ventos do quadrante nordeste (NE) em
praticamente todos os meses do ano, sendo mais acentuada nos meses de
verdo. Julho teve os dias mais desfavoraveis a dispersdo de poluentes, este més
€ considerado seco, com menor teor de umidade no solo e, portanto, menor taxa
de evaporacéao, gera influéncia na formacdo de nuvens convectivas, reduzindo
assim os movimentos turbulentos e a altura da camada limite. Isso resulta em
uma pior qualidade do ar porque os poluentes ndo sao dispersos ou diluidos.
(42).

Liu e Johnson (2002) explicam que varios fatores, incluindo temperatura,
umidade relativa, velocidade e direcdo do vento, estdo frequentemente
associados a poluicdo do ar (39). Sabe-se que a concentracdo de poluentes

como o PM10, é maior no inverno (40)
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Nesse contexto, um estudo realizado na Regido de Grande Vitoria notou
gue elementos meteoroldgicos como a precipitacdo pluviométrica e a velocidade
do vento reduzem significativamente a probabilidade de ocorréncia de ma
qualidade do ar. Indicaram que a probabilidade de uma qualidade do ar "n&o

boa" € maior no inverno do que em outras estacdes do ano (40).

1.2.2. Aspectos Socioeconémicos

A medida que a urbanizag&o cresceu nos paises em desenvolvimento
houve maior atividade nos setores de transporte, energia e industrial,
aumentando a poluicdo do ar e afetando os programas de controle da poluicdo
do ar (43).

Nesse contexto, € importante destacar que a economia do estado do
Espirito Santo, onde se localiza a RMGV, foco deste estudo, tem crescido
significativamente nos ultimos anos, principalmente nos ultimos anos, a partir de
2003, com taxas de crescimento do Produto Interno Bruto (PIB) superiores a
média nacional. Com isso, varias industrias e empresas se instalaram ou
ampliaram suas instalagdes no estado, principalmente na RMGV, o que resulta
em um aumento do nivel de poluicdo atmosférica, apesar de diversos
regulamentos impostos pelos 6rgdos responsaveis pelo controle ambiental a
estas industrias e empresas. O aumento da frota de veiculos, 0 maior consumo
de energia e outros fatores também contribuem para as emissdes de poluentes

na area (40).

1.2.3. Poluicdo em Vitéria

Em particular, a Regido Metropolitana de Vitéria, a qualidade do ar

degradou-se devido a atividade de industrializag&o e urbanizagéo (44).

A avaliagdo da qualidade do ar na RMGV consiste em: medir a
concentracdo dos poluentes; e comparar esses valores com valores de
referéncia que correspondem aos padrdes de qualidade do ar estabelecidos pela
lei ambiental estadual. Os instrumentos de medicao estdo dispostos em locais

estratégicos da regido (42).
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O Instituto de Meio Ambiente e Recursos Hidricos (IEMA) publica todos
os dias um resumo das estacdes de monitoramento, o valor do IQA e o poluente
responsavel pelo IQA em cada estacdo e a classificacdo da qualidade do ar
correspondente para informar a populacéo sobre a qualidade do ar da RMGV.

Como relatado a poluicdo atmosférica causa varios problemas de saude,
portanto, a qualidade do ar € um assunto de grande importancia. O estudo dos
efeitos do PM no clima, no meio ambiente e na saldde humana é de interesse
cientifico. Estudos visam melhorar a compreensdao do funcionamento e das

etapas dos processos de emissao e formacédo de aerossois em cidades (45,46).

Autores demonstraram a relagcdo entre poluentes comuns como as
particulas inaldveis com didmetros menores que 10 ym, CO, SO2, Oxidos de

nitrogénio (NOx) e Os, e os problemas de saude (47-49).

Em Vitoria, trés fontes principais de poluentes atmosféricos sao veiculos,
industria minerosiderurgica (Figura 3) e a terceira que representa as operacoes

de portos e aeroportos, que contribui para os niveis de SOz e NOx (50).

A regido é altamente industrializada com mais de uma centena de
industrias/atividades responséaveis pela emissdo de 1.305,1 kg h—-1 de PM na
atmosfera, sendo 60% emitidos como PM10 (805,4 kg h—-1) e 40% como PM2,5
(515,6 kg h—1), sendo que as atividades mais impactantes sdo as siderurgicas e
as pelotizadoras que estdo localizadas no complexo industrial, sendo
responsaveis por aproximadamente 70% de todas as emissdes de MP da regido
(51). A siderurgica tem capacidade nominal para produzir 7 milhdes de toneladas
de aco por ano, incluindo a producéo de cerca de 3 milhdes de toneladas de
carvao e cerca de 5,5 milhGes de toneladas de sintetizagdo de minério de ferro
(52). A pelotizadora tem capacidade para produzir cerca de 30 milhdes de

toneladas de pelotas de ferro por ano (52).
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Figura 3. Mapa adaptado ilustrando as principais fontes industriais presentes no municipio de
Vitéria (Machado et al., 2020) (53)

A principal empresa mineradora da regido utiliza o minério de ferro como
matéria prima. O minério de ferro é extraido principalmente de depdsitos a céu
aberto por meio de operacdes de mineracdo e o produto bruto, “run of mine”, é
submetido a processamento mineral. Assim, o material € submetido a uma série
de operacbes de fragmentacdo, separagdo por tamanho, concentragéo,
desidratacéo, entre outros, visando adequar as caracteristicas quimicas, fisicas
e metallrgicas para atender as demandas dos processos siderurgicos. A
distribuicdo granulométrica do minério de ferro € um requisito muito importante
a ser caracterizado ap6s 0 seu processamento mineral. Materiais com

distribuicdo granulométrica muito fina ndo séo adequados para serem utilizados
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diretamente nos reatores de reducdo, necessitando ser aglomerados por

diferentes processos como sinterizacéo ou pelotizacao (54).

Pelotas, produtos do processo da mineradora, séo bolas formadas pela
laminacdo Umida de concentrados e finos de minérios de ferro de diferentes
composi¢cdes mineraldgicas e quimicas, com adicdo de aditivos e ligantes, em

tambor horizontal ou em disco inclinado (54).

A Figura 4 mostra um fluxograma do processo de pelotizacao.

Mineral anidro de carbonato
de calcioe magnésio
A Variedade compacta e
- dura do mineral
cavao [

o . ~
Concentragiode Pelotizagdo
minério deFe | Aglutinantes

Dolomital Antracito

-"r -‘v

4 »

\

Preparo de
pelotizagdo

Recirculagdo

——
T — |
: D

Triagem |—

Ar Combustivel

= Processo de Pelota
endurecimento Endurecida

Figura 4. Fluxograma de pelotizagdo tipica, destacando a preparacdo de aditivos, mistura e
preparacao de de pelotizagéo, a etapa de empelotamento, neste caso usando um pelotizador de
disco, e a etapa de endurecimento. Durante a triagem pelotas menores que 8 mm ou maiores
que 16 mm sdo desagregadas e o material é recirculado. Figura adaptada de Moraes et al.
(2018).

Pequenas quantidades de chumbo, mercurio, fluoretos, arsénico,
cloretos e outros oligoelementos do corpo de minério podem volatizar durante o

aguecimento no processo de endurecimento (55).

Santos et al. (2011) investigaram a composi¢cdo das particulas
sedimentadas em Vitéria, alertando que existe uma alta porcentagem da fonte
de ressuspensdo de poeira do solo em Vitdria. Eles mostram que a

ressuspensao de poeira do solo é uma fonte significativa de emissdes veiculares,
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e 95% das emissdes veiculares sao derivadas da ressuspensao de particulas ja
depositadas nas vias, em vez de emissao direta de gases de escapamento (56).
Sua composicao representa uma mistura entre a poluicdo gerada por veiculos
automotores e outras fontes de poluicdo, visto que apresenta componentes
ligados a solos e particulas presentes em emissdes industriais e outras fontes
(56). As particulas associadas a ressuspensao nas vias tém niveis elevados de
Al e silicio (Si), que sédo tipicos na composi¢ao do solo, mas possuem niveis mais
elevados de sédio, cloro (Cl), magnésio, ferro e calcio que as amostras de solo
da regido. Acredita-se que estes componentes quimicos possam estar

relacionados a aerossol marinho e a fontes industriais localizados na regiéo (56).

A taxa de emissao relacionada a ressuspenséo de particulas € muito alta
guando comparada a outros centros urbanos como Sao Paulo, Rio de Janeiro,
Belo Horizonte, Recife (57), Nova Delhi (58) e Barcelona (59). Isso ocorre apesar
de as particulas ja depositadas nas vias estarem espacadas em uma grande

area urbana e ndo concentrada pontualmente.

Todas as emissdes locais associadas as influéncias das emissdes
externas causam um aumento nas concentragdes de particulas (PM) e ozonio.
A intensificacdo das concentracfes leva a um aumento nas exposicdes e
reclamacdes de poluicdo do ar em Vitéria. As autoridades locais e a Agéncia de
Protecdo Ambiental estadual estdo trabalhando em estratégias para diminuir as

emissoes e a poluicdo do ar (60).

Santos e Reis (2010) estudaram a composicdo das amostras e
demonstraram que as particulas coletadas nos pontos mais préximos do distrito
industrial e nos principais portos da regido, tinham mais ferro. Como dito
anteriormente, a principal atividade industrial da regiéo esta relacionada com a
indUstria siderdrgica e a maior parte do seu processo e transporte esta
relacionada com pelotas, minério de ferro, carvdo, ago e outros produtos
produzidos pela indastria siderdrgica. Calcio (Ca), Si e Al, que sao fortes
indicadores de poeira do solo, sdo mais presentes nos pontos de amostras mais
distantes. Existe também uma forte presengca de cloro nas amostras, 0s
pesquisadores acreditam que podem ser relacionadas com a proximidade do

matr, interligando a presenca de aerossois marinhos (61).
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Zambon et al. (2016) realizaram um estudo na RMGV, verificaram que
aos finais de semana, quando a producao industrial diminui, reduz-se 0s servi¢os
logisticos e o fluxo de carros diminui, diminui consideravelmente a chance de

ocorrer uma mé qualidade do ar comparativamente aos dias de semana (62).
1.3. Asma

A asma € definida como uma doenca crbnica das vias aéreas
caracterizada pela hiperresponsividade brénquica, inflamacdo pulmonar,
resposta de remodelamento das vias aéreas e obstrucdo das vias aéreas (63).
Os episddios frequentes de tosse, sibilos, dispneia e tiragem intercostal podem
ser atribuidos a hiperresponsividade (64).

Existem 6,4 milhdes de brasileiros acima de 18 anos, de acordo com
a Pesquisa Nacional de Saude (PNS)do Ministério da Saude e Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2015). Em 2020 foram registradas

2.552 mortes no Brasil por asma, de acordo com o Datasus.

A asma frequentemente estd4 associada a véarias comorbidades e é
responsavel por altos custos diretos (como cuidados hospitalares e
medicamentos) e indiretos (como perda de trabalho ou dias escolares). A maior
parte destes sdo custos indiretos associados a asma, pois o tempo perdido no
trabalho possui uma carga econdmica significativa. Esse impacto na
produtividade do trabalho ndo afeta apenas o individuo (em termos de
pagamento por doenca/horas perdidas e seu bem-estar), mas também afeta

colegas, empregadores e a sociedade como um todo (65,66).

O desenvolvimento da asma € determinado por fatores que incluem
fatores predisponentes (genéticos) e ambientais, tais como: poeira, alimentos,
farmacos, polen, fungos, exercicio, alteragcdes ambientais e mudancas no clima,
poluentes atmosféricos, infec¢des, irritantes quimicos, estresse, dentre outros
(67).


http://www.pns.icict.fiocruz.br/
http://www.saude.gov.br/
http://www.ibge.gov.br/
http://www.ibge.gov.br/
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1.3.1. Fisiopatogenia

Individuos asmaticos apresentam respostas alérgicas quando entram
em contato com um alérgeno. Ocorre uma resposta imediata e outra tardia. A
ativacao das células que liberam IgE precede o inicio da fase imediata. Esta fase
se caracteriza pela rapida ativacdo de mastoécitos e macréfagos das vias aéreas,
liberando mediadores que causam contracdo da musculatura lisa das vias
aéreas, secrecdo de muco, vasodilatacdo e exsudacdo de plasma, podendo
prejudicar a integridade epitelial. Entre 6 e 9 horas ap0s a provocacdo com o
alérgeno, ocorre a fase inflamatéria tardia, que inclui o recrutamento e ativacao
de macrofagos, neutrdfilos, basofilos, eosindfilos e células T CD4*, bem como a
liberacdo de citocinas e varios mediadores pro-inflamatérios. Caracterizada pelo
aumento da hiperresponsividade brénquica e persisténcia das alteracdes que

ocorrem na fase imediata (68).

Os alérgenos estimulam células dendriticas presentes no epitélio das
vias aéreas, desencadeando uma sequéncia de eventos que resulta na producao
de citocinas que atraem neutréfilos, mondcitos e células dendriticas para as vias

aéreas (69).

As células T CD4* se diferenciam em multiplas linhagens de células T
efetoras (70). Mais de trinta citocinas tém papel na fisiopatogenia da asma. Entre
elas, estdo as derivadas de células T, como as células Thl, que incluem
interleucina (IL)-2, interferon (IFN)-v e IL-12; células Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
13, IL-25, IL-31 e IL-33); Th3 ou citocinas T regulatérias [IL-10 e fator de
transformacao de crescimento beta (TGF-B)]; e células Th17 (IL-17) (71).

A diferenciacao linfocitaria ocorre quando a célula Th2 é ativada gerando
uma resposta de citocinas perfil Th2 e estimula a produgéo de anticorpos IgE,
que contribuem para a lesdo e inflamacéo encontradas na asma (72,73). Os
sinais e sintomas da asma, como hiperresponsividade bronquica, obstrucdo das
vias aéreas, secrecdo mucosa e vasodilatacdo, sdo desencadeados pela
liberacdo de véarios mediadores inflamatorios, incluindo histamina, espécies

reativas de oxigénio e linfécitos CD4+ Th2 (72,73).
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Quando a célula Th2 é ativada, ela libera interleucinas como IL-4, IL-5 e
IL-13. Os linfocitos sdo estimulados pela IL-4 a produzir IgE, que se fixa a
superficie dos mastocitos. Estes contribuem para a iniciacdo da asma com
liberagcédo de mediadores de fase imediata e, quando ativados, liberam IL-4, IL-5,
histamina, leucotrienos e prostaglandinas. A IL-5 recruta eosinoéfilos para as vias

aéreas e a IL-4 mantém a producéo de IgE, que causa inflamacéo (67,73,74).

Os eosindfilos, por sua vez, sdo uma condicdo caracteristica da
inflamacé&o alérgica. Sob a condicdo de estresse ou doenca, os eosinofilos se
degranulam, liberando suas proteinas citotoxicas derivadas de granulos que
estdo envolvidas nas respostas inflamatérias. A degranulagdo de eosinofilos
resulta na liberacdo de suas quatro proteinas toxicas [proteina basica principal
(MBP), proteina cationica eosindfila (ECP), peroxidase de eosindfilos (EPO) e
neurotoxina derivada de eosinofilos (EDN)] que promovem a patogénese da
doenca (75). A funcdo normal dessas enzimas é produzir oxidantes reativos e
espécies de radicais livres que infligem dano oxidativo aos parasitas invasores e

patdogenos como parte do sistema de defesa inato do hospedeiro (76).

Os eosindfilos liberam leucotrienos, que sédo produtos do metabolismo
oxidativo, quando séo ativados. Eles também liberam outras substancias, como
fatores de crescimento e metaloproteinases (MMP), que estdo envolvidas no

remodelamento das vias aéreas (77).

Quando um antigeno estimula a diferenciacdo de células T CD4* naive
em células Th2, ele também promove a diferenciacdo celular em Tregs. As
células Tregs tem como funcdo manter a resposta imunoldgica das células Th2
dentro de uma faixa normal. Quando as Tregs sao disfuncionais e nao
conseguem suprimir com eficacia uma resposta Th2 excessiva, podem se
desenvolver asma e outras doencas alérgicas. Portanto, as Tregs sédo o principal
mecanismo regulador pelo qual o corpo mantém a tolerancia imunolégica a

antigenos externos inofensivos e evita respostas Th2 excessivas (78).

Um numero crescente de estudos tem mostrado que a diferenciacéo
insuficiente e os defeitos funcionais das Tregs sdo as principais razdes para o

aumento da resposta Th2 e da patogénese da asma (78,79). Estudos em animais
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também mostraram que a remocdo de Tregs em camundongos antes da
sensibilizacdo agravou a inflamacéo e hiperresponsividade das vias aéreas e a
retransfusdo de nTregs ou iTregs de camundongos normais em ratos
sensibilizados com ovoalbumina e desafiados com asma suprimiu
significativamente a hiperresponsividade de vias aéreas, enquanto reduziu o
namero de eosindfilos, bem como os niveis de IL-5 e IL-13 no fluido do lavado
broncoalveolar (FLBA) (80).

Células de perfil Thl7 e suas citocinas relacionadas também estéo
presentes na fisiopatologia da asma alérgica (81,82) e se hd aumento de niveis
de expressdo de IL-17 ocorrera aumento da gravidade da asma (83,84). A
citocina IL-17 promove eosinofilia nas vias aéreas através da inducdo de
qguimiocinas e fatores de crescimento (70). Esta interleucina esta envolvida na
fibrose e remodelamento das vias aéreas porque é responsavel pelo influxo de
neutréfilos nas vias aéreas (85). Demonstramos em estudos anteriores que o
uso de anti-IL17 na inflamagcdo pulmonar alérgica crbnica atenuou a
hiperresponsividade bronquica, marcadores de remodelamento, células
inflamatorias e marcadores de estresse oxidativo (81,86). Observamos também
estes mesmos efeitos no uso do anti-IL17 em animais com inflamag&o pulmonar

alérgica crbnica exacerbada por infecgéo (87).

Outro papel da IL-17 é sua atividade no musculo liso das vias
respiratorias aumentando as respostas contrateis, via fator nuclear kappa B (NF-
kB) e subsequente inducdo da expressdo de Rho quinase, que resulta no

aumento da fosforilacdo da cadeia leve de miosina (88).
1.3.2. Remodelamento

O processo inflamatério crbénico leva a alteracdes estruturais
irreversiveis que podem ser induzidas tanto pela ativacdo de células
inflamatorias quanto por uma falta de reparo correta a lesdo crbnica. O
remodelamento de vias aéreas, contribui para a ndo reversibilidade na obstrucéo

ao fluxo de ar e este processo € denominado remodelamento brénquico (89).
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O aumento das células caliciformes, das glandulas submucosas, dos
vasos e das células do musculo liso caracterizam o remodelamento das vias
aéreas. Além disso, ha alteragBes subepiteliais da matriz extracelular e
deposicdo de fibras colagenas e elasticas, bem como espessamento da
membrana basal (Figura 5) (90,91). Assim, alguns individuos com asma podem

apresentar perda parcial ou irreversivel da funcéo respiratoria (89).
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Figura 5- O epitélio das vias aéreas serve como a interface priméaria entre o meio ambiente e o
pulméo. Quando desencadeadas por alérgenos, acaros, poluicéo as células epiteliais respondem
secretando fatores que recrutam e ativam as células imunolégicas. A amplificagdo da resposta
imune envolve macréfagos, células dendriticas, neutroéfilos, mastécitos, eosindfilos e linfdcitos.
Tanto o epitélio quanto as células imunes induzem a proliferacdo, expansao e ativacdo do
mesénquima submucoso, que inclui células residentes do musculo liso das vias aéreas e
fibroblastos (92).

A exposicao ambiental a poeira, produtos quimicos e fumaca de cigarro
pode iniciar a cascata de respostas pré-inflamatérias que desencadeiam o
remodelamento das vias aéreas por meio da sinalizacdo paracrina e dos
estimulos mecanoestimulatérios que impulsionam o remodelamento das vias

aéreas (92).

De acordo com varios estudos, além das vias aéreas, 0 processo de
remodelamento também ocorre no parénquima pulmonar. A inflamacao distal
tem papel crucial na hiperresponsividade, na asma noturna e exacerbacoes (93).
Os eosindfilos lesam o epitélio e podem estimular a fibrogénese produzindo TGF-
B, citocina responsavel pela regulacéo da producéo de colageno. Os mastocitos
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também podem produzir citocinas, como TNF-a, IL-4, FGF (fator de crescimento
fibroblastico), que influenciam a proliferacéo fibroblastica atuando na digestao da

matriz extracelular (94).

Os linfocitos regulam a fibrose e a inflamacéao. Os macréfagos produzem
citocinas, elastase e metaloproteinases 9 e 12 (MMP-9 e MMP-12), que tem a
capacidade de degradar componentes da matriz extracelular, bem como as
proprias células epiteliais que liberam varios mediadores inflamatorios,

exacerbando a agressao tecidual e a formacao do tecido cicatricial (95).

As vias aéreas distais e o parénquima pulmonar podem produzir muitas
citocinas de perfil Th2, quimiocinas e mediadores que podem promover o inicio
e perpetuacao da inflamacao. Os fibroblastos das vias aéreas sédo diferentes dos
fibroblastos do parénquima pulmonar (morfologicamente), de acordo com o0s
resultados de um estudo de biopsias de pulmdes de asmaticos. Os fibroblastos
do parénquima distal ttm a caracteristica de serem mais largos, com aparéncia
estrelada e com mais projecdes citoplasmaticas e os fibroblastos das vias aéreas
sintetizam mais pré-colageno tipo | apds estimulo com TGF-3 (96). As diferentes
reacoes de reparo nas vias aéreas proximais e distais no pulmdo e no
parénquima de pacientes com asma e outras doencas respiratOrias sdo
parcialmente explicadas pela diversidade das estruturas dos fibroblastos em

resposta a um estimulo lesivo (96).

Sabe-se que a porcao distal do pulméo contribui para a obstrucédo do
fluxo aéreo em pacientes asmaticos (97) e que alteracBes estruturais e
inflamatorias do parénquima sao similares as encontradas nas vias aéreas de
individuos com asma (98). Assim, a porcéo distal do pulméo, que é considerada
como as vias aéreas de calibre menor ou igual a dois milimetros de diametro,
tem um papel na fisiopatologia da asma e o parénquima pulmonar adjacente

desempenha um papel importante na resisténcia pulmonar total (99).
1.3.3. Hiperresponsividade

Uma das principais caracteristicas da asma € a hiperresponsividade das

vias aéreas (HRVA), sua intensidade pode ser variavel, sendo que intensidades



29

mais elevadas estéo relacionadas a uma pior gravidade, asmaticos com niveis
mais altos de hiperresponsividade apresentam aumento da resisténcia das vias

aéreas ao fluxo aéreo (100).

A contracdo do musculo liso induzida por agonistas promove a
resisténcia ao fluxo aéreo. O tonus da musculatura lisa € regulado pelo nivel de
fosforilacdo da cadeia leve da miosina (CLM) através de mecanismos
dependentes e independentes de célcio (Ca?*). Um aumento na concentracdo
intracelular de Ca?*, decorrente da ativacéo dos canais de céalcio na membrana
plasmatica e/ou liberagdo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico, leva a formacéo
do complexo Ca?*-calmodulina, resultando na ativacdo da miosinoquinase. Esta
enzima fosforila a CLM, resultando em contragcdo da musculatura lisa por ligacéo
entre a actina e a miosina (101,102). Como os filamentos de actina e miosina
estdo ancorados ao citoesqueleto e membrana plasmatica, o midcito se contrai
(103).

O equilibrio da atividade entre a miosinoquinase e a miosinofosfatase
promove a extensao da contracdo. Esta sequéncia de eventos prediz que o tbnus
da musculatura lisa deveria ser proporcional a concentracédo de Ca?* citosoélico.
Entretanto, na presenca de uma concentracdo fixa de Ca?*, agonistas
broncoconstritores também podem elevar a fosforilacdo da CLM. Além disso, a
inibicdo da miosinofosfatase, que efetivamente aumenta a fosforilacdo da CLM,
pode levar a uma concentracao fixa de calcio citoplasmético. Ou seja, as vezes
o nivel de Ca?* nem sempre corresponde ao grau de fosforilagédo da cadeia leve
da miosina e de contracdo do musculo liso, sendo que o nivel de contracéo é

maior do que seria esperado para um dado nivel de Ca?* (104).

Os mecanismos independentes de Ca?* para a fosforilacdo da CLM e
contracdo do musculo liso séo conhecidos como sensibilizacdo do Ca?* (105). A
via RhoA/Rho quinase é uma das vias envolvidas nos mecanismos responsaveis
pela sensibilizacdo do Ca?* (104,106). A Rho quinase ativada interfere com o
equilibrio entre as atividades da miosinoquinase e a miosinofosfatase,
fosforilando e consequentemente inativando a subunidade de ligacdo da
miosinofosfatase (104). Como a miosinofosfatase remove fosfato da CLM

fosforilada para induzir o relaxamento muscular (106), a inibicdo de sua atividade
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pela Rho quinase promove o estado fosforilado da CLM e contribui para um

aumentado nivel de contracéo (104,106).
1.3.4. Estresse oxidativo

Células inflamatérias em asmaticos resultam em um ndmero aumentado
de espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a danos nos tecidos e aumento
do estresse oxidativo. Numerosos mediadores pro-inflamatorios ativos levam a
essa producdo aumentada de ROS e oxido nitrico (NO) (107). O estresse
oxidativo € um desequilibrio entre a capacidade defensiva antioxidante do

organismo e a producéo de ROS (108).

O estresse oxidativo apresenta um papel fundamental na fisiopatologia
da asma por estar relacionado a contragdo da musculatura lisa, inducdo da
hiperrresponsividade de vias aéreas, hipertrofia da musculatura lisa, fibrose das
vias aéreas, hipersecrecao brénquica, lesdo epitelial e a exsudacdo vascular
(107,109,110).

A disfuncéo mitocondrial também pode contribuir para a patogénese da
asma, frequentemente associada ao aumento de ROS, tornando a homeostase
celular critica. As ROS mitocondriais podem favorecer a secrecao de citocinas
pré-inflamatérias e modular a regulacdo do célcio nas células musculares do
epitélio e das vias aéreas ou a producao de matriz extracelular. As células
inflamatorias ativadas respondem causando dano respiratério, liberando ROS

para as células adjacentes (111).

Importantes moléculas fisiol6gicas de ROS que sao produzidas pela
reducdo intracelular de oxigénio molecular sdo anions superoxido (O2), radical
hidroxila (OH) e peroxido de hidrogénio (H202) (107). Durante a leséo do sistema,
o superoéxido (O2) é ativado e liberado na célula, outros sistemas que medeiam
a producdo de Oz sao dinucleotideo fosfato de nicotina adenina [NAD (P) H]
oxidase, encontrado em fagdcitos e sistemas de xantina oxidase. Uma reagéo
de dismutacéo, catalisada pela supeodxido dismutase, resulta na producdo de
peréxido de hidrogénio (H202), que, na presenca de ions haleto (lodo-, CI,
Bromo), vai reagir para formar o acido hipocloroso (HCIO). Nos eosinofilos, essa
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reacao € catalisada pela peroxidase eosinofilica. Nos neutrofilos, essa reacao €
catalisada pela mieloperoxidase. O HCIO é altamente oxidativo e desempenha
um papel importante na morte de patégenos nas vias aéreas. HCIO também
pode reagir com DNA e induzir interac6es de DNA de proteinas e reagir como
O2 ou Fe?* para produzir outro oxidante forte, o radical hidroxila (OH). Durante
esse processo as células inflamatdrias liberam altas concentragfes de Oz, OH,
HCIO e H202 que podem lesar as células adjacentes, resultando em aumento da
quantidade de radicais livres nas células do tecido respiratério (107).

Vérias células, incluindo células epiteliais, nervos, células inflamatoérias
(como macrofagos, neutréfilos e mastocitos) e células endoteliais vasculares,
produzem NO na via respiratdria (112). Uma vez produzido, o NO difunde-se
rapidamente do local de sintese, permeando membranas celulares, e interage
com os sitios moleculares intracelulares (113). O 6xido nitrico, um radical livre,
€ uma molécula de gas extremamente reativa que reage com outros tipos de

moléculas, como oxigénio, radicais superoxido ou metais de transicao (111).

O NO é endogenamente sintetizado por uma de trés isoformas de NOS,
com diferentes atividades, sendo duas constitutivas (eNOS, derivada do
endotélio; e nNOS, derivada dos neurbnios) e uma NOS induzida (INOS) (114—
116). Os processos de vasodilatacdo e broncodilatacdo envolvem isoformas
constitutivas. A INOS é estimulada por muitas citocinas proé-inflamatérias e é
expressa em alguns tipos de células inflamatérias (117,118). Autores sugerem
que o NO derivado da enzima nNOS apresenta efeito benéfico na asma, pois
causa relaxamento da musculatura lisa brénquica, sendo presente nos nervos
do sistema NANC (ndo adrenérgicos ndo colinérgicos). No entanto, o NO
derivado da enzima eNOS pode fazer com que as arteriolas se dilatem, o que
resulta extravasamento de plasma e edema (119). A grande quantidade de NO
oriundo da enzima iNOS pode resultar em vasodilatacdo, extravasamento de
plasma, aumento da secre¢do do muco e ativacao indireta de células Th1/Th2
contribuindo para os sinais e sintomas da doenca (120). NO pode ter efeitos
benéficos e prejudiciais no pulméo, atuando como broncodilatador e
promovendo resposta de eosindfilos e células mononucleares nas vias aéreas
distais (121).
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O NO afeta uma variedade de mecanismos fisiopatoldgicos que causam
mudancas funcionais e histopatologicas em pacientes com doencas
inflamatodrias pulmonares; no entanto, sua funcdo depende principalmente da

enzima pela qual foi produzido (121).

Sabe-se que animais sensibilizados expressam mais INOS em células
linfomononucleares e eosinéfilos nas vias aéreas distais (121). Em animais
sensibilizados com ovoalbumina a isoforma nNOS, embora constitutiva,
encontra-se presente em células inflamatorias e o numero de células que

expressam esta isoforma é maior (121).

Niveis mais elevados de NO estéo associados a maior risco de asma e
gravidade da asma (122). A sintese do 6xido nitrico ocorre a partir do substrato
L-arginina por meio da acdo das isoformas das oxido nitrico sintase (NOS).
Quando um grupo molecular guanidino do aminoacido L-arginina € quebrado,
por oxidacdo enzimédtica, a L-arginina € convertida em NO + L-citrulina. Essa

reacao € estereoespecifica, ou seja, apenas a L-arginina € metabolizada,

catalisada por oxido nitrico sintase (NOS) e alguns outros cofatores (123).

A Oxido nitrico sintase induzivel (INOS) e a arginase-2 (ARG2)
compartilham o mesmo substrato, a arginina. A expressao mais elevada de INOS
e NO exalado esta associada a inflamacédo das vias aéreas em pacientes. A
inflamacéo eosinofilica pode ser regulada pelo metabolismo da arginina. Além
disso, o0 ARG2 é um regulador da resposta Th2 e o metabolismo do ARG2 da
arginina suprime a inflamacdo, enquanto o metabolismo INOS promove a
inflamacdo das vias aéreas, desempenhando um papel central no controle
metabdlico da inflamacgéo da arginina. O funcionamento da arginina contribui
para a manutencdo da homeostase no sistema respiratorio, e os desequilibrios

sao prejudiciais contribuindo na fisiopatologia da asma (124).

Estudos de modelo de asma experimental utilizando cobaias reforcam a
associacdo entre inflamagéo pulmonar alérgica crénica e aumento de 6xido
nitrico exalado e da expressao de iINOS (em vias aéreas e parénquima pulmonar)
(125).
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Compostos reativos nitrogenados sao produzidos pela reacdo do NO
com radicais livres, como o oxigénio. Esses compostos desempenham fungcdes
fisiologicas e desempenham um papel importante na destruicdo de
microorganismos (118,126). No entanto, as células inflamatoérias dos asmaticos
produzem radicais livres mais do que pessoas saudaveis. Isso leva a altas
concentracfes de compostos reativos nitrogenados, o que pode causar efeitos
nocivos (127). O peroxinitrito (ONOO-), um potente oxidante produzido pela
reacdo entre NO e oxigénio, € produzido quando as vias aéreas sdo expostas a
estresse oxidativo. Essas altera¢Bes incluem danos ao DNA e estimulacdo da
degradacéo de lipideos, proteinas e carboidratos, o que pode alterar as funcdes

celulares e aumentar as respostas inflamatérias (128).

O NO pode também se transformar em nitrato, que tem a capacidade de
oxidar proteinas e ajudar no estrese oxidativo (129). O contato de agentes
oxidantes com a membrana celular leva a peroxidagdo lipidica da membrana
celular, responsavel pela formagdo de uma série de compostos bioativos

analogos as prostaglandinas, conhecidos como isoprostanos (130).

Os isoprostanos sao produzidos pela peroxidacdo do &cido
araquidénico, uma reacdo catalisada por radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (131). Os isoprostanos e iINOS sao considerados biomarcadores de

estresse oxidativo (132).

A via de formacéo dos isoprostanos pode criar 64 estruturas isoméricas.
O 15F2t-isoprostano (anteriormente conhecido como 8-iso-PGF2) € o mais bem
caracterizado (133). O 15F2t-isoprostano € um isémero de PGF2a com efeitos
contrateis através de ligacdo a receptores tromboxane A2 no musculo liso das
vias aereas (134). Alem disso, este agente aumenta a resisténcia pulmonar, o
que sugere que o 15F2t-isoprostano, pode ser um dos mediadores da limitacéo

ao fluxo aéreo na asma por meio do estresse oxidativo (135).
1.4. Modelo experimental de inflamacao pulmonar alérgica crénica

Os modelos experimentais permitem informacgdes importantes a respeito

da fisiopatologia da asma e mecanismos envolvidos. A sensibilizacdo dos
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camundongos por meio de injecdo de alérgeno intraperitoneal (sensibilizac&o
ativa e sistémica) ou exposicao local € o método mais comumente utilizado. Este
método geralmente € usado em conjunto com um material adjuvante, como o
hidréxido de aluminio, Al (OH)s. Estes modelos mostram uma resposta
inflamatoria eosinofilica distinta que depende da participacdo de citocinas de
perfil Th2 (136).

Estes camundongos sensibilizados s&do estudados para o fendtipo
asmatico apos um desafio local (pulmonar) com alérgeno. Eles mostram
hiperresponsividade das vias aéreas; elevacdo de imunoglobulina (Ig) sérica,
principalmente IgE e 1gG; remodelamento, como espessamento da membrana
basal, mudancas epiteliais, fibrose subepitelial, aumento de massa muscular lisa,

deposicao de colageno e mudancas vasculares (137-140).
1.5. Sistema colinérgico

O principal neurotransmissor parassimpatico nas vias aéreas
pulmonares é a acetilcolina (ACh), atua como principal mediador do sistema
colinérgico anti-inflamatorio. A ACh é sintetizada a partir de colina e acetil-CoA
mediada pela enzima acetiltransferase ChAT (141). O transportador vesicular de
acetilcolina (VAChT) é necessario para que ocorra a liberacdo da ACh na fenda
sinaptica, portanto o contetdo de acetilcolina liberado na fenda esta diretamente

proporcional a quantidade de VAChT (142).

1.5.1. O papel da acetilcolina na fisiopatogenia da asma

O arco reflexo da inflamacéo consiste em uma via neural aferente
sensorial que detecta os produtos moleculares da lesé&o, infeccéo e inflamacéo,
e um arco neural motor eferente que transmite os sinais para modular as

respostas imunes.

A acetilcolina € o neurotransmissor parassimpatico predominante nas
vias aéreas (143) e desempenha um papel fundamental na fisiopatologia das
doencas obstrutivas das vias aéreas, como a asma, por meio da contracao do

musculo liso brénquico e secrecdo de muco (144).
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A atividade neuronal parassimpatica, por meio da sinalizacdo da
acetilcolina, estd aumentada na fisiopatologia da asma (145,146). A acetilcolina
é liberada dos neurdnios das vias aéreas e de células ndo neuronais, como as
células epiteliais das vias aéreas (147). Outras fontes ndo neuronais incluem

células inflamatorias (145).

O NO pode modular a liberagdo de acetilcolina, esse efeito se deve ao
aumento da ChAT que aumenta o conteudo de ACh na fenda sinaptica.
Pesquisadores mostraram em camundongos com expressao diminuida de
VAChT, que a diminuicdo de VAChT esta correlacionada a reducdo do ténus
colinérgico endogeno (148), sugerindo que o sistema colinérgico é necessario

para manter a homeostase pulmonar e conter a inflamagéo.

Muitas células inflamatérias, assim como o epitélio das vias aéreas,
geram, secretam e respondem a ACh (149). Uma vez liberada, a ACh estimula
receptores muscarinicos (MAChR) e nicotinicos (hAAChR) tanto periféricos como
centrais. A presenca desses receptores foi demonstrada em tecidos que nao
estdo ligados as estruturas neuronais, como células epiteliais e endoteliais.
Diversos estudos tém discutido o papel da acetilcolina ndo neuronal no controle
da resposta inflamatoéria (150,151).

Em pacientes asmaticos, a ativacdo do mAChR parece estar envolvida
com inflamacédo e remodelamento das vias aéreas (152,153). Em nitido contraste
com o efeito pro-inflamatério do mAChR, os receptores nicotinicos (nAChR)
parecem ter uma forte funcdo anti-inflamatéria (154,155) e esta envolvido nos
efeitos do anti-inflamatérios em varios modelos de inflamacao (156,157). Poucos
estudos citam sobre o papel da deficiéncia enddgena de ACh em modelos de

inflamacgé&o alérgica cronica das vias aéreas.

s

A neurotransmissdo ganglionar pela ACh portanto € mediada por
receptores nicotinicos, enquanto os efeitos funcionais em oOrgaos-alvo séo

mediados por receptores muscarinicos, particularmente receptores M3 (145).

A acetilcolina se liga aos receptores muscarinicos das vias aéreas para

desencadear a contragdo do musculo liso e a secre¢do de muco (146,158).
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Existem cinco receptores muscarinicos identificados que pertencem a familia de
receptores acoplados a proteina G; entretanto, apenas os receptores M1, M2 e
M3 demonstraram desempenhar papéis importantes na fisiologia das vias
aéreas e em doencgas como asma e DPOC (159).

Os receptores M1 sdo expressos por células epiteliais e nos ganglios;
regulam a secrecdo de eletrélitos e agua e auxiliam na neurotransmisséo
parassimpatica, respectivamente (160). Os receptores M2 s8o expressos no
musculo liso das vias aéreas e em neurdnios parassimpaticos; eles tém um papel
muito limitado na contracdo do musculo liso das vias aéreas (161). No entanto,
0s receptores M2 atuam como autoreceptores nos neurdnios parassimpaticos
para limitar a liberacdo de acetilcolina, limitando assim a broncoconstricdo
induzida pelo reflexo vagal e a secrecdo de muco (161). Os receptores M3 séo
0 subtipo primério de receptores para a contracdo do musculo liso brénquico e
sdo encontrados no musculo liso das vias aéreas e nas glandulas submucosas
(162).

Varios mecanismos sao responsaveis pelo aumento da atividade neural
nas vias aéreas asmaticas. Os mecanismos estabelecidos incluem a perda da
funcdo de barreira epitelial devido a um microambiente de tecido local
inflamatorio, que expde o0s neurdbnios ao lumen das vias aéreas (161).
Mediadores inflamatorios e até mesmo o contato direto dos nervos das vias
aéreas com eosinofilos podem entdo ativar os neurbnios expostos para
desencadear a broncoconstricio mediada por reflexo vagal. Essa
broncoconstricdo é agravada pela disfuncdo dos autorreceptores M2; isso
resulta em aumento da liberacdo de acetilcolina, levando a hiper-reatividade das
vias aéreas (162). A disfungéo do receptor M2 foi demonstrada em estudos de
modelos animais de doencas das vias aéreas ap0s exposicdo a alérgenos,

0z6nio e infecgdes virais (161).

Como mecanismo neural para controle da inflamacé&o por inibicdo da
liberag&o de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a, a ACh é liberada pelo
nervo vago e interage especificamente com os receptores nicotinicos a7 (a7

NAChR) que sdo expressos em macrofagos e outras células ndo neuronais (163).
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Tanto a ACh neuronal quanto ndo neuronal podem induzir efeitos anti-
inflamatorios via a7nAChR em modelos de inflamagéo (164). A estimulacéo de
a7nAChR induz a expressao da proteina SOCS3 que leva a regulacdo negativa
da via JAK-2 / STAT-3 (165) com uma diminui¢do subsequente na producao de
citocinas pro-inflamatdrias, incluindo TNF-a (166,167). Autores sugerem um

papel anti-inflamatorio notavel na periferia (164,168).

Os efeitos da ACh nas doencas pulmonares ainda séo discutiveis, visto
gue esta parece perpetuar ou suprimir a resposta inflamatéria dependendo do
receptor colinérgico que atue no pulméao. Recentemente, estudos demonstraram
que a reducdo de VACHT induziu aumento de células inflamatérias no pulmao,
aumento de citocinas pré-inflamatérias, ativacdo de vias de sinalizacdo de
regulam a inflamacdo como NF-kB e reducédo na ativacdo da via JAK2-STATS3-
SOCS3. Ainda, observaram que animais com lesdo pulmonar aguda melhoram
consideravelmente da les&o pulmonar quando tratado com agonista do receptor
nicotinico alfa-7, sugerindo que o sistema colinérgico anti-inflamatorio atua no
controle da resposta inflamacédo no pulmédo em diversas situacdes de lesdo
(169,170).

As fibras eferentes incluem nervos parassimpaticos, simpéticos e néo
adrenérgicos ndo colinérgicos (NANC). Os nervos parassimpaticos derivam

principalmente do ndcleo do tronco encefalico ambiguo (171).

Os nervos pré-ganglionares fazem sinapse com neur6nios intrinsecos
das vias aéreas ou ganglios parassimpaticos localizados diretamente préximos
a arvore bronquica (172). Neurbnios pos-ganglionares parassimpaticos
(motores) tém células de Schwann ndo mielinizantes, usam ACh como
neurotransmissor e inervam a musculatura lisa de vias aéreas, musculo liso
vascular e glandulas mucosas em toda a arvore bronquica (Figura 6) (173). Os
nervos colinérgicos parassimpaticos sdo os principais reguladores do ténus da

musculatura lisa de vias aéreas (174).

A inervagdo de NANC pdés-ganglionar envolve as vias inibitérias (INANC)
e excitatorias (eNANC). Esses nervos usam uma variedade de mediadores,

incluindo NO e peptideos, como peptideo intestinal vasoativo (VIP). Ambos
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INANC NO e VIP induzem broncodilatacao e sdo sugeridos para atuar como um
freio contra broncoconstricdo colinérgica. E muito provavel que NANC se
originem de uma populagdo distinta de nervos pré-ganglionares (174). No
entanto, € improvavel que regulem aspectos distintos da fisiologia das vias
aéreas; em vez disso, o sistema NANC regula as atividades do sistema nervoso
colinérgico. A regulacdo da fisiologia das vias aéreas é um equilibrio entre a

entrada aferente, sensorial e a saida motora eferente (146).

s “ @y Sensorial

Figura 6 — Inervacéo da via aérea. As vias aferentes que detectam forcas mecanicas, irritantes
inalados e mediadores inflamatoérios endégenos conduzem ao sistema nervoso central através
do nervo vago (com alguma entrada adicional de aferentes laringeos e esofagicos). Os ganglios
nodosos e jugulares sdo os principais tratos. As vias parassimpaticas eferentes do sistema
nervoso central (SNC) viajam através do nervo vago para os neurdnios pés-ganglionares
localizados dentro da parede das vias aéreas que entdo inervam o musculo liso das vias aéreas
e as glandulas submucosas para induzir a contracdo e a secre¢do de muco, respectivamente.
As vias ndo adrenérgicas e ndo colinérgicas (NANC) estdo particularmente envolvidas na
broncodilatacdo via peptideo intestinal vasoativo (VIP) e 6xido nitrico (NO). Além disso, existe
inervagdo simpatica dos segmentos toracicos. Azul: fibras nervosas eferentes; vermelho: fibras
nervosas aferentes (146).

Um desenvolvimento novo e empolgante nesta area de pesquisa é a
plasticidade e remodelamento neuronal, que podem sustentar mudancgas

persistentes na sinalizacéo colinérgica na asma. Os neurdnios das vias aéreas
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tém recebido pouca atencdo em estudos sobre 0s mecanismos de
remodelamento tecidual na asma, mas parecem mudar para um isoétipo
colinérgico e ramificar-se mais excessivamente em resposta a insultos

inflamatorios, incluindo alérgenos e inflamacgé&o eosinofilica (175).

1.5.2. Hipersecregdo de muco

A secrecdo de muco induzida pela acetilcolina também ¢é uma
caracteristica importante. As glandulas de muco sdo inervadas por nervos
parassimpaticos e liberam muco em resposta a estimulacdo do campo elétrico.
As células caliciformes expressam receptores muscarinicos, mas requerem
concentragfes relativamente altas de agonista muscarinico para promover a
atividade secretora. Um novo achado interessante é que, independentemente de
quaisquer efeitos sobre a inflamacdo das vias aéreas, 0s receptores
muscarinicos também podem controlar a diferenciacdo das células caliciformes.
Desafios repetidos de metacolina promovem a presenca de células muco-
positivas no epitélio das vias aéreas de pacientes com asma leve (161).

Dados in vivo mostraram que, quando camundongos com deficiéncia do
receptor M3 sensibilizados foram expostos ao desafio de alérgeno, tiveram um
aumento 30% menor nas células caliciformes em comparagdo com
camundongos do tipo selvagem. Também mostraram um menor aumento no
gene produtor de muco MUC5AC em comparacdo com camundongos do tipo
selvagem (35%) (176).

1.5.3. Papel do sistema colinérgico na inflamacédo das vias

aéreas

Além de broncoconstricdo e secrecdo de muco, a acetilcolina também
contribui para a inflamacéo das vias aéreas, embora no momento isso so tenha
sido relatado em modelos pré-clinicos e ainda nao tenha sido confirmado em
individuos asmaéticos. Eosinofilos se acumulam ao redor dos nervos nas vias
aéreas de porquinhos-da-india sensibilizados e humanos que faleceram por
asma (161).
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Estudo de Pinheiro et al. (2015) mostraram a primeira evidéncia de que
a deficiéncia colinérgica prejudica a funcao pulmonar e produz inflamacéo local.
Propondo que o sistema colinérgico modula a inflamacgéo das vias aéreas pela
modulacdo da via JAK2 e NF-kB. Demonstraram que animais geneticamente
modificados com reducédo (Knockdown) da proteina transportadora vesicular de
acetilcolina (VAChT) tiveram um aumento na resisténcia do sistema respiratorio
em relacédo a animais do tipo selvagem (WT). Os valores de IL-6, IL-13 e IL-10
foram semelhantes entre WT e os knockdown. Ja valores de NF-kB, TNF-a e IL-
4 foram maiores nos animais knockdown em comparacdo com o controle WT
(177).

Outros dados sugerem que a sinalizacdo da acetilcolina polariza as
células dendriticas em direcdo a um perfil de célula Th2 (178). A incubacéo de
células dendriticas com acetilcolina estimulou a producdo de duas quimiocinas
que recrutam células Th2 para locais de inflamag&o alérgica (quimiocinas
derivadas de macréfagos e timo e quimiocinas reguladas por ativacéo) (179).

Os nervos colinérgicos podem liberar a neuromedina U, que participa da
inflamacéo do tipo Th2 ativando diretamente os eosindfilos e potencialmente as
células linfoides inatas tipo 2 (180).

1.5.4. Influéncia do Sistema Colinérgico no Remodelamento das

Vias Aéreas

O remodelamento das vias aéreas envolve mudancas estruturais nas
vias aéreas, como metaplasia de células caliciformes, espessamento da
musculatura lisa das vias aéreas e deposi¢cao de matriz extracelular (181). Varias
vias contribuem para o remodelamento das vias aéreas na asma, uma delas é o

sistema colinérgico (182).

Estudos in vitro e em modelos animais indicam que essas mudancas séo
mediadas principalmente pelos receptores M3, que por sua vez sao ativados pela
acetilcolina. Isso sugere um possivel mecanismo para o acimulo de muasculo liso
no remodelamento das vias aéreas (161). Receptores muscarinicos controlam o

acumulo de proteinas contrateis em combinagcédo com o TGF-$ (183), a regulacéo
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cooperativa da producéao de proteina da matriz extracelular (calponina e a-actina)

por receptores muscarinicos e TGF-f3 parece envolver receptores M2 (184).

Kistemaker et al (2014) demonstraram em dados in vivo que 0s
camundongos do tipo selvagem tiveram um aumento de 1,7 vezes na coloracao
para a-actina de musculo liso ap6s desafio com alérgeno; esse aumento estava
completamente ausente em camundongos com deficiéncia de receptores M3
(185). Este estudo ndao encontrou nenhum papel estimulador para os receptores
M3 na inflamacdo alérgica, sugerindo que o remodelamento induzido pela

acetilcolina pode ser independente da inflamacéo (185).

Pinheiro et al. (2015) demonstraram que animais que possuem
diminuicdo de VAChT apresentaram aumento no contetdo de colageno e fibras
elasticas ao redor das vias aéreas em comparacdo com animais controle wild
type (177).

Pinheiro et al. (2020) verificaram que animais com diminui¢cdo de VAChT
sensibilizados com OVA apresentaram aumento do conteldo de colageno e
niveis aumentados de MMP-9 e TIMP-1, ambos envolvidos no remodelamento
pulmonar. Essas caracteristicas foram revertidas apés o tratamento com PNU-
282987 (agonista a7nAChR), sugerindo que a estimulacdo de a7nAChR pode
controlar o remodelamento pulmonar neste modelo de inflamacdo alérgica
cronica das vias aéreas (186). Estudos anteriores demonstraram que o
Dimetilfenilpiperazinio (agonista do nAChR) reduz a fung¢éo dos eosindfilos in
vitro e a liberacdo de MMP-9 (187).
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2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que muitos fatores podem contribuir para a fisiopatogenia e a
exacerbacéo da asma, principalmente a poluicdo. Apesar do papel da poluicéo
urbana e da queima de plantacfes estarem bem estabelecidas como fatores de
piora para 0s asmaticos, a poluicdo advinda do processamento do minério de
ferro ainda ndo estd bem estabelecida na literatura. Além disso, estudos
demonstram um papel tanto anti-inflamatério quanto pré inflamatorio da
acetilcolina. Portanto, € de fundamental importancia o estudo do papel do
transportador vesicular de acetilcolina na modulacdo dos processos de

desenvolvimento da doencga ou exacerbacdo da asma.

A populacdo do municio de Vitéria tem questionado a respeito dos
impactos que a poluicdo advinda de processos da pelotizacdo podem causar a
saude, especialmente em casos em que o individuo jA possui uma doenca

respiratéria cronica.

Aspectos como a influéncia do p6 de ferro e do particulado fino sobre a
mecanica do sistema respiratorio, inflamacdo, remodelamento da matriz
extracelular, estresse oxidativo ainda nao foram estudados em modelos

experimentais de inflamacéo pulmonar alérgica crénica.

E importante ressaltar que quando foi iniciada a exposicdo ao pé de ferro
0s animais submetidos ao protocolo experimental de asma ja apresentavam as
alteracbes estruturais acima descritas. Portanto, este estudo visa além de
contribuir para o melhor entendimento da exposicdo de p6 de ferro ao sistema
respiratério em animais com atenuacdo de VAChT também compreender a
fisiopatologia da asma em animais com 0 sistema colinérgico atenuado e
expostos a poluicdo advinda do po de minério e identificar seus possiveis

agentes de interacdo com estas doencas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Estudar os efeitos do p6 de ferro e de material particulado em dois locais
de exposicdo em camundongos com inflamacao pulmonar alérgica crbnica e
modificacdo para o receptor VAChT avaliando a mecéanica pulmonar, respostas
inflamatorias, remodelamento e estresse oxidativo nas esta¢gfes verao e no

inverno.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar em camundongos wild type e camundongos com diminuicdo de

VAChAT expostos ao p6 de ferro e material particulado:

A) Hiperresponsividade a metacolina;

B) Mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria através da expressao
celular do NF-kB;

C) Interleucinas (IL-5, IL-13 e IL-17);

D) Remodelamento da matriz extracelular: TGF-;

E) Expressao celular de a-7 nAChR.

Avaliar em camundongos com inflamac&o pulmonar alérgica crbénica e

diminuicdo de VAChT expostos ao p6 de ferro e material particulado:

F) Hiperresponsividade a metacolina;

G) Resposta inflamatoria avaliando: eosindfilos;

H) Mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria através da expressao
celular do NF-kB;

I) Resposta de estresse oxidativo: INOS, 15F2t-isoprostano

J) TNF-q, interleucinas (IL-4, IL-5, IL-13 e IL-17);

K) Remodelamento da matriz extracelular: fibras colagenas; MMP-9,
TIMP-1 e TGF-;

L) Expresséo celular de a-7 nAChR.
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4. MATERIAIS E METODOS

Esse estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (n°® 1191/2018).

4.1. Locais de exposicao ambiental

A Figura 7 mostra os locais onde ocorreram a exposicao ambiental dos
animais. Esses locais estavam localizados no municipio de Vitéria, no estado do
Espirito Santos — ES, Brasil. Local 1 localizado dentro de uma empresa
mineradora e Local 2 localizado na Ilha do Boi, no terragco de um hotel a cerca
de 5 km de distancia da empresa mineradora. Outro local de permanéncia dos

animais foi o biotério.

Dado de Google Maps 2023

Figura 7. Locais de exposi¢cao ambiental. Locall (empresa mineradora), local2 (Terrago de hotel
localizado na llha do Boi). Imagem captada do google maps.

Os animais expostos aos locais foram expostos a poluicdo com o ar
ambiente do local, permanecendo acomodados em caixas, em ambiente com

temperatura controlada.
4.2. Animais

Foram utilizados animais da linhagem VAChT machos, geneticamente

modificados com reducédo (Knockdown) da proteina transportadora vesicular de
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acetilcolina (VAChT) desenvolvida pelo grupo dos Prof. Marco Anténio M. Prado
na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais VAChT KD
apresentam reducdo da proteina VAChT de aproximadamente 70%, o que leva
a reducdao da liberacdo de ACh no pulmao na mesma proporcgéo (142,177). Estes
animais foram adquiridos do Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, com peso médio de 199, com idade aproximada de
6-8 semanas, onde sao procriados atualmente sob responsabilidade da
professora Carla Maximo Prado.

Neste trabalho foram utilizados 108 animais. Os animais VAChT KD e
controles de tipo selvagem foram gerados através de camundongos
heterozigotos intercruzados.

Nao foi realizado o “Wire Hang Test”, porém foi observada reducéo de
massa corporea quando comparados a animais WT. O peso médio dos animais
VAChAT foi de 19,2 gramas, enquanto o peso médio dos animais WT (selvagem
sem reducdo da proteina transportadora vesicular de acetilcolina) foi de 21,6 g
(p<0,05).

Classificamos as analises em dois experimentos.

4.2.1. Experimento 1

No Experimento 1 foi realizada a analise dos efeitos da diminuicdo de
VAChAT e exposicdo a poluicdo do pé de minério comparando animais wild type

(WT) com animais geneticamente modificados com diminui¢cdo de VAChT.

O experimento foi realizado no verdo e no inverno. Os animais foram

divididos nos grupos:

- Grupo WT: animais wild type mantidos em biotério;

- Grupo WT Local-1: animais wild type com exposi¢cdo ambiental no local

- Grupo WT Local-2: animais wild type com exposi¢cdo ambiental no local
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- Grupo VAChT KD: animais geneticamente modificados com reducéo de
VAChT mantidos no biotério;

- Grupo VAChT KD Local-1: animais geneticamente modificados com

reducdo de VAChT e exposicdo ambiental no local 1 em Vitéria-ES;

- Grupo VAChT KD Local-2: animais geneticamente modificados com

reducdo de VAChT e exposicdo ambiental no local 2 em Vitéria-ES.
4.2.2. Experimento 2

No experimento 2 avaliamos os efeitos da deficiéncia de VAChT na

inflamac&o das vias aéreas induzida por OVA associada a poluicao.

42.2.1. Protocolo de inflamagcdo pulmonar alérgica

crbnica

Para o protocolo do modelo de inflamacéao pulmonar, nos dias 1 e 14 do
experimento um antigeno foi administrado via parenteral para induzir uma
sensibilizacdo sisttmica e o mesmo antigeno foi realizado através de vias
aéreas, o foco do processo inflamatorio, por aerossol nos dias 22, 24, 26 e 28.
O protocolo de sensibilizacdo e indugdo da inflamagdo pulmonar por

ovoalbumina teve a duracéo total de 29 dias.

Os camundongos receberam via intraperitoneal (i.p.) solu¢cdo de 50 mg
de ovoalbumina (Sigma - Aldrich) e 6 mg de Hidréxido de Aluminio — Alumen
(Pepsamar, Sanofi-Synthelabo S.A., Rio de Janeiro, Brasil) em um volume total
de 0,2 ml por via intraperitoneal (i.p.). Em relacdo a administracdo do antigeno
via aerossol os animais foram colocados em uma caixa de exposi¢ao de acrilico
(30 x 15 x 20 cm) acoplada a um nebulizador ultrassénico (US — 1000, ICEL, S&o
Paulo, Brasil) e submetidos a inalacdo por 30 minutos de aerossol de OVA
diluida em NaCl 0,9% (soro fisioldgico) na concentracdo de 10 mg/ml (1%). Ao
mesmo tempo, 0 grupo controle recebeu solucdo salina (NaCl 0,9%) e hidroxido
de aluminio (Alumen) (6 mg) por via intraperitoneal (i.p.) e nos dias dos desafios

inalatérios foram expostos ao aerossol de solucéo salina 0,9% (30 minutos).
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Os animais foram enviados para seus locais de exposicdo em Vitéria
apos o décimo quarto dia do protocolo experimental com ovoalbumina. La
permaneceram por duas semanas. Depois disso, no dia 29 do protocolo, foi
realizada a avaliacdo da mecéanica pulmonar e histopatologia pulmonar (188)

(esquema ilustrado na Figura 8).

0 14 22 24 26 28 29

IP IP Inalagdo Inalagdo Inalagdo Inalagédo Mecénica
(OVA + (OVA + (OVA-1% (OVA-1% (OVA-1% (OVA-1% respiratéria e
Al(OH),) Al(OH)3) 30 min) 30 min) 30 min) 30 min)

histopatologia

SP

Figura 8 — Protocolo de exposicdo ambiental no modelo de inflamag&o pulmonar alérgica crénica.

O experimento 2 foi realizado nas estacdes verao e inverno. Os grupos
foram classificados:

- Grupo VACHhT KD: animais geneticamente modificados com reducéo
de VAChT mantidos no biotério (n=6);

- Grupo VAChT KD Local-1: animais geneticamente modificados com

reducdo de VAChT e exposicao ambiental no local 1 em Vitéria-ES (n=6);

- Grupo VAChT KD Local-2: animais geneticamente modificados com

reducé@o de VAChT e exposicdo ambiental no local 2 em Vitéria-ES (n=6);

- Grupo VAChT KDA: animais geneticamente modificados com redugéo

de VAChHT sensibilizados com OVA e mantidos no biotério (n=6);

- Grupo VAChT KDA Local-1: animais geneticamente modificados com
reducdo de VAChT sensibilizados com OVA e expostos no local 1 em Vitéria-ES
(n=6);
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- Grupo VAChT KDA Local-2: animais geneticamente modificados com
reducdo de VAChHT sensibilizados com OVA e expostos no local 2 em Vitoria-ES
(n=6);

4.3. Mensuracao do 6xido nitrico exalado

Apbs 24 horas do término do protocolo experimental, os animais foram
anestesiados com Tiopental sédico (50 mg/kg, via injecao intraperitoneal), uma
canula de plastico foi inserida e fixada com fio pelo orificio da traqueostomia e
mecanicamente ventiladas a 120 respira¢cdes/min com um volume corrente de
10 mL/kg usando um ventilador para pequenos animais (FlexiVent, Scireq,
Montreal, Canadd) (177). Apés esta etapa, a mensuracdo do NO exalado foi
realizada como previamente descrito (189,190). ApoOs estabilizar o animal no
ventilador, um baldo de coleta foi ajustado a saida expiratéria do ventilador
durante dez minutos para obter o NO exalado. A técnica de quimioluminescéncia
foi usada para medir o NO exalado (Sievers Instruments, Boulder, EUA). Uma
fonte de NO certificada de 47 partes por bilhdo (ppb) foi usada para calibrar o
analisador (White Martins, Sao Paulo, Brasil). Um filtro de NO foi instalado no

ramo inspiratério do ventilador para evitar contamina¢do ambiental (191).
4.4. Avaliacdo da mecanica respiratoria

Um aparelho de ventilacdo mecanica (FlexiVent, Scireq, Montreal,
Canada, Figura 9) foi usado para ventilar pequenos animais. Os animais foram
ventilados com volume corrente de 10 ml/kg, frequéncia respiratéria de 120
ciclos/min e curva de fluxo inspiratério senoidal, conforme descrito

anteriormente.

Pancur6nio (0,2 mg/kg i.p.) foi administrado aos animais para diminuir o
esfor¢co ventilatorio. Assim, os valores de pressao gerados foram obtidos e a
impedancia de via aérea (Pressao/Fluxo) foi calculada como funcdo das
diferentes frequéncias produzidas. Usando uma janela de sobreposicdo de 75%
no sinal de 16 segundos, 3 blocos de 8 segundos foram usados para o célculo
dos parametros da mecanica oscilatéria (i), segundo a equacao:

Z(f)=Raw+i(2mf)Law+[Gtis=iHtis]/(2mf)a.. Os parametros que buscamos para
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descrever o modelo pulmonar sdo Raw (resisténcia de vias aéreas maiores), Gtis
(resisténcia de vias aéreas menores ou tecidos) e Htis (elastancia de tecidos
pulmonares) (192). Os valores de resisténcia e elastancia do sistema respiratério
foram calculados através da equacdo do movimento do sistema respiratério,
descrita a seguir: Ptr(t)=Rrs. V'(t)+Ers. V(t), onde t é tempo, Ptr € presséo
traqueal, Rrs € resisténcia do sistema respiratorio, Ers é elastancia do sistema

respiratorio, V* é fluxo aéreo e V é o volume pulmonar.

Foi realizado o desafio com inalacdo nas doses de 3,30 e 300mg/ml e
obtidas as medidas de resisténcia e elastancia do sistema respiratorio, Raw, Gtis
e Htis. Os resultados foram expressos em porcentagem de aumento da medida

méaxima em relacdo ao resultado basal.

ApOs mecanica pulmonar, os camundongos foram eutanasiados
injetando pentobarbital sédico (50 mg/kg i.p.) e heparinizados (1000 IU) por via
intravenosa imediatamente antes da sec¢ao da aorta abdominal e veia cava. A
parede toracica anterior foi aberta e o coracdo, bem como os pulmdes, foram
retirados em blocos para analises morfométricas e histologicas/histoquimicas
(193).

Figura 9. Imagem do Ventilador Mecénico Flexivent.

4.5. Avaliacéo da histopatologia e imunohistoquimica

Apoés a fixagcdo, o material foi submetido as técnicas histologicas
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habituais com parafina, para obtencdo de cortes de 4 um de espessura e as
laminas foram coradas conforme a descrito a seguir. Os cortes foram
desparafinados e levados a agua para a coloracdo de Picro-Sirius (fibras
coldgenas). Foram corados por 1 hora no Picro-Sirius a temperatura ambiente e
posteriormente lavados em agua corrente por 5 minutos. Apds esta etapa, 0s
cortes foram corados pela hematoxilina de Carazzi por 6 minutos e
posteriormente lavados em agua corrente por 10 minutos. Em seguida foram

desidratados, diafanizados e posteriormente montados.

A imunohistoquimica foi realizada pelo método biotina-estreptavidina
peroxidase e apoés este periodo, os cortes foram lavados em PBS e incubados
por toda a noite com anticorpos: anti- iINOS, anti-15F2t-isoprostano, anti-NFkB,
anti-IL (4,5,13,17), anti-TNF-alfa, anti-TGFbeta, anti-MMP-9, anti-TIMP-1 e anti-
AChRa7. Os cortes foram lavados e incubados em PBS. Apds isso, 0s cortes
foram novamente lavados e DAB foi usada como cromégeno. Os cortes foram
contra-corados com hematoxilina de Harris (191). As titulacdes ja realizadas para

cada anticorpo estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Titulagdo Anticorpos

Marcador Diluicéo Ant|cor,pp Especificacdo
secundario
) . SC 52746 - Mouse monoclonal; Santa Cruz
TNF-alfa 1:10000 | Anti-camundungo Biotechnology, CA, USA
. . SC-8008 - Mouse Monoclonal; Santa Cruz
NF-kB 1:500 | Anti-camundungo Biotechnology, CA, USA
. . SC-53084 - Mouse Monoclonal; Santa Cruz
IL-4 1:15000 | Anti-camundungo Biotechnology, CA, USA
. . SC-395334 - Mouse Monoclonal; Santa Cruz
IL-5 1:100 Anti-coelho Biotechnology, CA, USA
. . SC-393365 - Mouse Monoclonal; Santa Cruz
IL-13 1:8000 Anti-cabra Biotechnology, CA, USA
. . SC-7927 - Rabbit Polyclonal; Santa Cruz
IL-17 1:3000 Anti-coelho Biotechnology, CA, USA
. . SC-130348 - Mouse monoclonal; Santa Cruz
TGF-B 1:700 | Anti-camundungo Biotechnology, CA, USA
. . SC-393859 - Mouse Monoclonal; Santa Cruz
MMP-9 1:50 Anti-coelho Biotechnology, CA, USA
TIMP-1 1:100 | Anti-camundungo LS - C299465 - Polyclonal Rabbit; LSBio
. ) . SC-7271 - Rabbit Polyclonal; Santa Cruz
iINOS 1:500 | Anti-camundungo Biotechnology, CA, USA
. 15F2t- 1:4000 Anti-cabra Oxford Biomed Resear 1S-20
isoprostano
. . SC-59607 - Rat Monoclonal; Santa Cruz
AChRa-7 1:400 Anti-rato Biotechnology, CA, USA
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4.6. Anédlise morfométrica

Para analise morfométrica foi utilizada a técnica de contagem de pontos
(194) com um reticulo de 100 pontos e 50 retas acoplado a ocular do microscopio
(Figura 10) ou pela utilizacdo do analisador de imagens. A area total do reticulo
é de 10*um?2. O reticulo foi fixado na base do epitélio para medir a quantidade de
células positivas nas vias aéreas. Foi realizada a razéo entre o numero de células
em determinada area e o numero de pontos que coincidiram com a area
peribrébnquica para vias aéreas. Avaliamos de 3-4 vias aéreas por animal (195).

As analises foram realizadas em aumento x1000 (81,87,196).
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Figura 10- Contagem de células positivas na parede da via aérea (197).

4.7. Analise de imagens

O analisador de imagem Image-Pro Plus foi usado para analisar as fibras
colagenas e o conteudo de 15F2t-isoprostano, a medida de densidade Optica foi
o método empregado para a analise. A captura das imagens foi realizada por
meio de sistema de analise de imagens composto de microscopio Leica DM2500
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), com camera de video acoplada, que
envia as imagens a um computador. As fotos foram adquiridas e processadas

por meio de um "software".

Para a quantificacdo descrita foram feitas fotografias de vias aéreas em
um aumento de 1000x. Para todas as analises foram avaliadas quatro vias

aéreas em cada animal. O programa Image-Pro Plus 4.5 foi usado para analisar
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as imagens, este informa um "threshold" dos tons de cores que representam as
areas positivas e assim quantifica estas na area determinada previamente. Os

resultados foram expressos em porcentagem de &rea positiva (140,198).
4.8. Analise do particulado

A professora Christine Bourotte (Cidade Universitaria, S&o Paulo-SP) foi

responsavel pela andlise e caracterizacdo do particulado.

A coleta simultdnea de material particulado atmosférico foi realizada
usando equipamentos de amostragem do tipo dicotdmico, que permitem coletar
dois grupos de tamanho de particulas (fracao fina d<2,5um — MP25 e fracéo
grossa 2,5<d<10um — MP25-10) em filtros de policarbonato de 47 mm de diametro
e 8,0um e 0,4um de diametro de poro, respectivamente. A amostragem foi
realizada simultaneamente durante intervalos de 24 horas, nos dois locais de
amostragem (empresa mineradora e ilha do Béi), sendo coletado na janela dos

locais onde os animais ficavam.

Outra matriz particulada coletada foi a poeira de rua acumulada nas vias
por ser receptora de material particulado atmosférico que se deposita por via
seca e Umida bem como fonte de particulado atmosférico por ressuspensao de
material depositado. A coleta de poeira de rua consiste em varrer uma area de
3m? com pincel e escova. O material foi coletado e acondicionado em sacos de

plasticos que foram devidamente identificados.
4.9. Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SigmaStat 11.0
(SPSS Inc, Chicago, IL). Foi utilizado o teste One-Way ANOVA seguido pelo
meétodo Holm-Sidak para comparacao entre os grupos. Na analise comparativa
entre os grupos pares foi realizado o Rank Sum Test. Os resultados foram
apresentados na forma de média e erro padréo e o grafico apresentado na forma
de barras. Foi considerado estatisticamente significativo um p<0,05 para todas

as analises.
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5. RESULTADOS
5.1. Experimento 1. Animais selvagens (WT) X Knockdown (KD)

Demonstramos na Tabela 3 os resultados referentes as analises da

mecanica respiratoria.

Observamos que no verdo os animais WT-Locall apresentaram
aumento da %Rrs e da %Raw comparativamente aos animais WT que
permaneceram no biotério (p<0,05), no inverno houve também aumento da %Rrs
nos animais WT expostos ao local 2 comparativamente aos animais WT
(p<0,05).

Houve aumento da %Rrs nos animais geneticamente modificados com

diminuicdo de VAChT comparativamente aos animais wild type (p<0,05).

Tabela 3. Analise da Hiperresponsividade (Experimento 1)

Hiperresponsividade

Verao WT WT-Local 1 WT-Local 2 VAChT KD VAChT KD-Locall | VAChT KD-Local2
%Rrs 35,9+8,7 109,5+15,5%" 73,4+10,06 70,5+12 5 125,2+33,2" 50,3+12,0
%Ers 30,8+7,4 68,7+13,6 41,1+8,2 17,2+3,7 39,4+4 46,2+7,3*
%Raw 80,3+10,6 169,9+32,8%" 81,1+16,09 102,9+20,0 177,2+55,7 94,6+29,1
%Gtis 35,246,5 48,2+9,3 25,145,7 44,1+10,6 68,8+21,5 23,1+3,7
%Htis 26,7+6,9 45,05+9,1 45,3+11,3 22,4+4,4 34,2+11,4 58,4+9,3*

Inverno WT WT-Local 1 WT-Local 2 VAChT KD VAChT KD-Locall | VAChT KD-Local2
%Rrs 29,0+6,4 70,5+12,5 114,6+19,6° 70,6+12,6 79,0+26,4 90,2+31,2
%Ers 25,1#5,9 45,9+6,04 40,5+4,8 21,5+7,6 38,9+3,9 24,845,6

%Raw 72,9+9,2 69,7+32,3 133,1+24,6 102,8+24,6 81,7+16,0 145,1+51,5
%Gtis 30,85,8 57,2+16,9 35,4+6,9 43,0+11,2 24,6%7,8 33,2+13,4
%Htis 21,645,8 30,7+2,4 28,615,5 20,4+4,8 35,3+6,3 17,3+6,0

Legenda: *diferente comparado ao grupo VAChT KD (p<0,05), #diferente comparado ao grupo
VAChT KD Local-2 (p<0,05), €diferente comparado ao grupo WT (p<0,05), "diferente comparado
ao grupo WT Local-1 (p<0,05), Ydiferente comparado ao grupo WT Local-2 (p<0,05).

Demonstramos na Tabela 4 os resultados referentes as analises do
Experimento 1 na avaliacdo de: AChR a-7, NF-Kappa B, IL-5, IL-13, IL- 17 e

células positivas para TGF-f3.
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Tabela 4. Andlise de AChRa-7, marcadores inflamatérios e remodelamento (Experimento 1).

Verdo wT WT Local-1 WT Local-2 VAChT KD | VAChT KD Local-1 | VAChT KD Local-2
AChR o7 (células/10*um?) 39:+08* 3,6 + 0,9 21405 15+0,3 1,1+03 1,0+0,3
NFkappaB (células/10°ym?) 0,9+0,1 0,6+0,1 1,1+0,2 9,5+0,9° 6,4+ 08" 74+1,1"
Inflamacdo IL-5 (células/10°um?) 28+05 47+0,7" 2,0+04 32+338¢ 6,3+ 0,8~*" 4,03+0,4"
IL-13 (células/10°um?) 1,8+05 25404 2,8+05 2,9+0,3° 34+ 04" 33+04"
IL-17 (células/10*um?) 22+0,3 25+0,2 4,5+ 0,5 3,2+0,4¢ 20+ 05 5,2 + 0,8
Remodelamento TGF-B (células/10°ym?) 3,8+07 35406 3,0+0,6 45+0,9 56+1,0 58+0,9"
Inverno wT WT Local-1 WT Local-2 VAChT KD | VAChT KD Local-1 | VAChT KD Local-2
AChR -7 (células/10°ym2) 47+1,0 9,4+19 81+1.2" 1,404 6,4 +1,1+" 350,38
NFkappaB (células/10°ym2) 0,8+0,1 0,4+0,1 0,9+0,2 8,9+1,0¢ 16,3 + 1,7+* 8,9:+1,2"
Inflamacdo IL-5 (células/10°um?) 26+06 30+06 2,7+04 32+0,3¢ 59 + 5,7+*" 32+39"
IL-13 (células/10*um?) 1,9+05 3,4+06 2404 2,6 +0,3¢ 3,7+ 04" 2,7+04
IL-17 (células/10*pm?) 23+0,3 4,1+0,4¢ 3,1+0,3 3,1+05 42+ 07 3,6+0,7
Remodelamento TGF-B (células/lo"umz) 3.7+0.7 57+13 3,6+0,6 3,9+0,8 7,6+12" 6,3+1,1

Legenda: *diferente comparado ao grupo VAChT KD (p<0,05), **diferente comparado ao grupo
VAChT KD Local-1 (p<0,05), #diferente comparado ao grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05),
€diferente comparado ao grupo WT (p<0,05), "diferente comparado ao grupo WT Local-1
(p<0,05), Ydiferente comparado ao grupo WT Local-2 (p<0,05).

Observamos um aumento de células positivas de AChR a-7 nos animais

WT em relacdo aos animais VAChT KD (p<0,05).

Notamos aumento de células positivas de AChR a-7, NF-KappaB, IL-5 e

IL-13 no grupo VAChT KD em comparac¢ao com o grupo WT (p<0,05).

No verdo, observamos aumento de células positivas de NF-Kappa B, IL-
5 e IL-13 no grupo VAChT KD Local-1 em comparagdo com o grupo WT Local-1
(p<0,05), também houve aumento de NF-KappaB, IL-5, IL-13 e TGF- no grupo
VAChAT KD Local-2 em comparag¢do com o grupo WT Local-2 (p<0,05).

No inverno, observamos um aumento de células positivas para NF-
KappaB, II-5, IL13 e TGF- no grupo VAChT KD Local-1 em comparagdo com o
grupo WT Local-1 (p<0,05) e um aumento de células positivas de NF-KappaB e
IL-5 no grupo VAChT KD Local-2 em comparacdo com o grupo WT Local-2
(p<0,05).

5.2. Experimento 2. Knockdown (KD) X Knockdown + inflamacao

crénica pulmonar (KDA)

Para melhor visualizagéo dos resultados os graficos serdo apresentados

lado a lado correspondentes as estacdes verao e inverno.
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5.2.1. Hiperresponsividade a metacolina
5.2.1.1. Percentual de Aumento da Resisténcia do

Sistema Respiratorio (%Rrs)

A Figura 11 demonstra a percentual de aumento da resisténcia do
sistema respiratorio nas estacdes verao (A) e inverno (B) na analise de animais
VAChT Knockdown (KD) comparativamente a animais VAChT Knockdown (KD)
com inflamacao pulmonar alérgica cronica (KDA) expostos ao local 1 e local 2.

Houve um aumento da resposta maxima da %Rrs no grupo VAChT KDA
comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05). Nao houve diferenca entre os
grupos VAChT KDA, VAChT KDA-Locall e VAChT KDA-Local2 nas estagbes

verao e no inverno.

No verdao houve um aumento da %Rrs no grupo VAChT KD-Locall em
relacdo ao grupo VAChT KD-Local2 (p<0,05). O grupo VAChT KDA-Local2
apresentou aumento comparado ao grupo VAChT KD-Local2 (p<0,05), conforme

demonstrado na Figura 11A.

No inverno, quando comparados os grupos VAChT KD, VAChT KD-
Locall e Local2 ndo observamos diferencas significativas, conforme

demonstrado na Figura 11B.
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Figura 11 — Percentual de Aumento da Resisténcia do Sistema Respiratdrio (%Rrs): * diferente
comparado ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente comparado ao grupo VAChT KD-L1
(p<0,05); *diferente comparado ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05).



56

5.2.1.2. Percentual de Aumento da Elastancia do Sistema

Respiratorio (%Ers)

A Figura 12 demonstra o percentual de aumento da elastéancia do
sistema respiratorio (%Ers). Na Figura 12A (verdo) e Figura 12B (inverno) é
demonstrado a andlise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD) e animais
Knockdown + inflamacéo cronica pulmonar (VAChT KDA) nas estagdes verdo e

inverno.

No verdo, conforme demonstrado na Figura 12A, observamos que houve
aumento da %Ers no grupo VAChT KD-Local2 comparativamente ao grupo
VACHhT KD (p<0,05). Nao houve diferengas entre os grupos VAChT KDA, VAChT
KDA-Locall e VAChT KDA-Local2. Nao houve diferenca significativa entre os
pares VAChT KD-Locall/VAChT KDA-Locall e VAChT KD-Local2/VAChT KDA-

Local2 no verao.

No inverno, conforme demonstrado na Figura 12B, nota-se que 0 grupo
VAChT KDA-Locall apresentou aumento da %Ers comparado ao grupo VAChT
KDA (p<0,05). Observamos aumento da porcentagem de Ers no grupo VAChT
KDA-Locall comparado ao grupo VAChT KD-Locall (p<0,05), também
observamos aumento %Ers no grupo VAChT KDA-Local2 comparado ao grupo
VAChT KD-Local2 (p<0,05).
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Figura 12 — Percentual de Aumento da Elastancia do Sistema Respiratério (%Ers): *diferente
comparado ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente comparativamente a VAChT KD-L1
(p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05); Sdiferente
comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05).
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5.2.1.3. Percentual de Aumento da Resisténcia da Vias

aéreas (YoRaw)

A Figura 13 demonstra o percentual de aumento da resisténcia de vias
aéreas (%Raw). Na Figura 13A (verado) e Figura 13B (inverno) é demonstrado a
analise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD) com animais VAChT
Knockdown + inflamacéo cronica pulmonar (VAChT KDA) nas estagdes verdo e

inverno.

No verao e no inverno nao houve diferenca entre os grupos: VAChT KD,
VACHhT KD-Locall e VAChT KD-Local2. Também nao houve diferenca entre os
grupos: VAChT KDA, VAChT KDA-Locall e VAChT KDA-Local2.

Observamos aumento da %Raw no grupo VAChT KDA
comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

No verdo observamos aumento da resisténcia do sistema respiratério no
grupo VAChT KDA-Local2 quando comparado ao grupo VAChT KD-Local2
(p<0,05).
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Figura 13 — Percentual de Aumento da Resisténcia do Sistema Respiratdrio (%Raw). * diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo VAChT
KD-L2 (p<0,05).
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5.2.1.4. Percentual de Aumento da Resisténcia do tecido

pulmonar (%Gtis)

Na Figura 14 demonstramos a analise da resposta méaxima da
resisténcia do tecido pulmonar dos animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente aos animais VAChT Knockdown+inflamacdo crénica

pulmonar (VAChT KDA) nas estacdes verao e inverno.

Quando comparados os grupos VAChT KDA, VAChT KDA-Locall e

VAChT KDA-Local2 ndo houve diferencas significativas.

Observamos no verao (Figura 14A) aumento do percentual de aumento
da Gtis no grupo VAChT KDA Local-2 quando comparado ao grupo VAChT KD
Local-2 (p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os pares VAChT
KD/VAChT KDA e VAChT KD Local-1/VAChT KDA Local-1.

No inverno (Figura 14B) na andlise dos grupos VAChT KDA,
VAChT KDA-Locall e VAChT KDA-Local2, ndo houve diferenca entre eles.
Observamos aumento da %Gtis no grupo VAChT KDA Local-1 quando
comparado ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05). Na avaliacao entre os pares
VAChT KD/VAChT KDA e VAChT KD Local-2/VAChT KDA Local-2 ndo houve

diferencas significativas.
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Figura 14 — Percentual de Aumento da Resisténcia do Tecido Pulmonar (%Gtis): #*diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05); ** diferente comparativamente ao grupo
VAChT KD-L1 (p<0,05).
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5.2.15. Percentual de Aumento da Elastancia do tecido

pulmonar (%Htis)

A Figura 15 demonstra o percentual de aumento da elastancia do tecido
pulmonar. A Figura 15A (verdo) e Figura 15B (inverno) ilustra a analise de
animais VAChT Knockdown (VAChT KD) com animais VAChT

Knockdown+inflamacéo cronica pulmonar (VAChT KDA).

No verdo houve aumento da %Htis no grupo VAChT KD-Local 2
comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05). Nao houve diferenca na
comparacao entre pares (VAChT KD/VAChT KDA, VAChT KD Local-1/VAChT
KDA Local-1 e VAChT KD Local-2/VAChT KDA Local-2).

No inverno observamos aumento da %Htis no grupo VAChT KDA Local-
1 quando comparado ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05). Houve também
aumento da Htis no grupo VAChT KDA-Local2 quando comparado ao grupo
VAChAT KD Local-2 no inverno (p<0,05). Quando comparados os grupos VAChT
KDA, VAChT KDA Local-1 e VAChT KDA Local-2, houve aumento no grupo
VACHhT KDA Local-1 comparativamente ao grupo VACHT KDA (p<0,05).
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Figura 15 — Resposta Maxima da Elastancia do Tecido Pulmonar (%Htis). A (verao) e B (inverno)
grupos: *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD-LOCAL1 (p<0,05); #diferente comparado ao grupo
VACHT KD-L2 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05).
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5.2.2. Inflamacéao

5.2.2.1.  Avaliagdo do Numero de Células Positivas de
eosinofilos

A Figura 16 demonstra a expressao de eosinofilos nas estacdes verao
(A) e inverno (B) na andlise de animais VAChT Knockdown (KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamag¢do pulmonar

alérgica crbnica (KDA).

Em ambas as estacdes houve aumento de eosinofilos no grupo VAChT
KD Local-1 e VAChT KD Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KD
(p<0,05), houve aumento do niumero de eosindfilos no grupo VAChT KD Local-1
comparativamente ao grupo VAChT KD Local- 2 (p<0,05). Houve aumento de
eosinofilos no grupo VAChT KDA comparativamente ao grupo VAChT KD
(p<0,05), houve aumento de eosinéfilo no grupo VAChT KDA Local-1
comparativamente ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05) e aumento de
eosinofilos no grupo VAChT KDA Local-2 comparativamente ao grupo VAChT
KDA Local-2 (p<0,05).

Em ambas as estacdes observamos aumento de eosinoéfilos no grupo
VAChT KDA Local-1 e VAChT Local-2 quando comparado ao grupo VAChT KDA
(p<0,05). Houve também aumento de eosindfilos no grupo VAChT KDA-Local2

quando comparado ao grupo VAChT KDA Local-1 (p<0,05).
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Figura 16. Eosindfilos: Knockdown (KD) X Knockdown + inflamagé&o crénica pulmonar (KDA).
*diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); ** diferente comparativamente ao
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grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); # diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05).
fdiferente compartivamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05); &diferente comparativamente ao
grupo VAChT KDA Local-1 (p<0,05).
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5.2.2.2. Avaliacdo do Numero de Células de TNF-a

positivas na parede brénquica

A Figura 17 demonstra a expressdo de TNF-a nas estagdes veréo (A) e
inverno (B) na analise de animais VAChT Knockdown (KD) comparativamente a

animais VAChT Knockdown com inflamacé&o pulmonar alérgica crénica (KDA).

Houve aumento do numero de células positivas de TNF-a no grupo
VAChT KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

Em ambas as esta¢des houve aumento da expressao de TNF-a no grupo
VAChT KDA Local-1 comparativamente ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05) e
aumento da expressdo de TNF-a no grupo KDA Local-2 comparativamente ao
grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05).

No inverno houve aumento da expressédo de TNF-a no grupo VAChT KD
Local-1 comparado aos grupos VAChT KD e VAChT KD-Local 2 (p<0,05).

N&o houve diferencas entre os grupos VAChT KDA, VAChT KDA Local-
1 e VAChT KDA Local-2 em ambas as estacdes.
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Figura 17 — TNF alfa: Knockdown (KD) X Knockdown + inflamac&o cronica pulmonar (KDA).
*diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); ** diferente comparativamente ao
grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05).
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5.2.2.3. Avaliacdo do Numero de Células de NF-Kappa B

positivas na parede bréonquica

A Figura 18 demonstra a expressdo de NF-Kappa B nas estagdes verdo
(A) e inverno (B) na andlise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacdo pulmonar
alérgica crbnica (VAChT KDA).

Houve aumento do numero de células positivas de NF-Kappa B no grupo
VAChT KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

Em ambas as estacfes houve aumento da expressédo de NF-Kappa B
no grupo KDA Local-1 comparativamente ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05)
e aumento da expressdo de NF Kappa B no grupo KDA Local-2
comparativamente ao grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05).

No inverno houve aumento da expressdo de NF-Kappa B no grupo
VAChT KDA Local-1 comparado ao grupo VAChT KDA (p<0,05) e quando
comparado ao grupo VAChT KDA Local-2 (p<0,05).

A B
30 30 N
= i .
T sl ,5- 25 .
£ 20 # z
2 % #
ﬁ.xﬂ 2 o
%E 15 1 é § 15 1
-0 - =
g 5]
é 10+ E 10 T
< 5
w 5 x 5
= z
’ 7 ° L, 7 7 L, 17 b,
g by by by 4 4 4 4 4 4 4
4“’» "#r D ke Py g T S, oérm C‘f;r,ro cﬁ’/ro Chy 4o C‘far,ro
(, O‘(g 4 4.(7 4.(? [ {7 Lo 4 4-(7 ‘1-('?

Figura 18 — NF Kappa B: Knockdown (KD) X Knockdown + inflamagé&o crénica pulmonar (KDA).
* diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); ** diferente comparativamente ao
grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05);
¥diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05), *diferente comparativamente ao
grupo VAChT KDA-L2 (p<0,05).
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5.2.2.4. Avaliacdo do Namero de Células de IL-4 positivas

na parede brénquica

A Figura 19 demonstra a expresséo de IL-4 nas estagOes verdo (A) e
inverno (B) na analise de animais VAChT Knockdown (KD) comparativamente a

animais VAChT Knockdown com inflamacé&o pulmonar alérgica crénica (KDA).

Houve aumento do numero de células positivas de IL-4 no grupo VAChT

KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

Em ambas as estacOes houve aumento da expresséao de IL-4 no grupo
VAChT KDA Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05).

No verdo houve aumento da expressédo de IL-4 no grupo VAChT KD
Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05) e ao grupo VAChT KD
Local-2 (p<0,05). Houve aumento de células positivas de IL-4 no grupo VAChT
KDA Local-1 comparativamente ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05).

No inverno houve aumento de IL-4 no grupo VAChT KD Local-1
comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05) e ao grupo VAChT KD Local-2
(p<0,05). Houve aumento da expressédo de IL-4 no grupo VAChT KDA Local-2
comparado ao grupo VAChT KDA (p<0,05) e ao grupo VAChT KDA Local-1
(p<0,05).
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Figura 19 - IL-4: Knockdown (KD) X Knockdown + inflamag&o crdnica pulmonar (KDA). * diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); ** diferente comparativamente ao grupo
VAChT KD-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05);
$diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05), & diferente comparativamente ao
grupo VAChT KDA-L1 (p<0,05).
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5.2.2.5. Avaliacdo do Numero de Células de IL-5 positivas

na parede brénquica

A Figura 20 demonstra a expresséo de IL-5 nas estagOes verdo (A) e
inverno (B) na andlise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacdo pulmonar
alérgica crbnica (VAChT KDA).

Houve aumento do numero de células positivas de IL-5 no grupo VAChT

KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

Como demonstrado na Figura 20A e Figura 20B, no verdo e inverno
houve um aumento da expressao de IL-5 no grupo VAChT KDA Local-1 e VAChT
KDA Local-2 comparado ao grupo VAChT KDA (p<0,05). Houve aumento da
expresséao de IL-5 no grupo KDA Local-1 comparativamente ao grupo VAChT KD
Local-1 (p<0,05) e houve aumento da expressao de IL-5 no grupo VAChT KDA
Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05).

Em ambas as estac¢des o grupo VAChT KD Local-1 apresentou aumento
comparado ao grupo VAChT KD (p<0,05) e ao grupo VAChT KD Local-2
(p<0,05).
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Figura 20 - IL-5: Knockdown (KD) X Knockdown + inflamag&o crdnica pulmonar (KDA). * diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); ** diferente comparativamente ao grupo
VAChT KD-L1 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05);
¥diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05).
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5.2.2.6. Avaliacdo do Numero de Células de IL-13

positivas na parede brénquica

A Figura 21 demonstra a expressao de IL-13 nas estacdes veréo (A) e
inverno (B) na andlise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacdo pulmonar
alérgica crbnica (VAChT KDA).

Houve um aumento do numero de células positivas de IL-13 no grupo
VAChT KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

Como demonstrado na Figura 21, no verao e inverno houve um aumento
do numero de células positivas de IL-13 no grupo VAChT KDA Local-1 em
relacéo ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05), houve também aumento do grupo
VAChT KDA Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05).

No verdo os grupos VAChT KDA Local-l e VAChT KDA Local-2
apresentaram aumento comparado ao grupo VAChT KDA (p<0,05). O grupo
VAChT KDA Local-2 apresentou aumento comparado aos grupos VAChT KDA

Local-1 (p<0,05), conforme demonstrado na Figura 21A.

No inverno (Figura 21B), o grupo VAChT KDA Local-1 apresentou
aumento comparado ao grupo VAChT KDA e VAChT KDA Local-2 (p<0,05). E
houve aumento no nimero de células positivas de IL-13 no grupo VAChT KDA

Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05).

Quando comparados os grupos VACHT KD, VAChT KD Local-1 e
VAChAT KD Local-2 ndo observamos diferencas significativas entre eles, no verao

€ no inverno.
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Figura 21 - IL-13: Knockdown (KD) X Knockdown + inflamacdo cronica pulmonar (KDA).
*diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente comparativamente ao
grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); ®diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05);
&diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente
ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA-L2
(p<0,05).
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5.2.2.7. Avaliacdo do Numero de Células de IL-17

positivas na parede brénquica

A Figura 22 demonstra a expressao de IL-17 nas estacdes veréo (A) e
inverno (B) na andlise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacdo pulmonar
alérgica crbnica (VAChT KDA).

Houve um aumento do numero de células positivas de IL-17 no grupo
VAChT KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

Como demonstrado na Figura 22, no verao e inverno houve um aumento
do numero de células positivas de IL-17 no grupo VAChT KDA-Locall em relacéo
ao grupo VAChT KD-Locall (p<0,05), houve também aumento do grupo VAChT
KDA-Local2 comparativamente ao grupo VAChT KD-Local2 (p<0,05).

No verdo o grupo VAChT KD-Local2 apresentou aumento comparado
aos grupos VAChT KD e VAChT KD-Locall (p<0,05). No inverno nao houve
diferenca entre os grupos VACHT KD, VAChT KD-Locall e VAChT KD-LocalZ2.

Em ambas as estacBes ndo houve diferencas entre os grupos VAChT
KDA, VAChT KDA-L1 e VAChT KDA-L2.
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Figura 22- IL-17: Knockdown (KD) X Knockdown + inflamacg&o crénica pulmonar (KDA). *diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente comparativamente ao grupo VAChT
KD-L1 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05).
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Demonstramos na Tabela 5 os marcadores citados anteriormente.

Tabela 5. Marcadores Inflamatérios.

Verao VAChT KD VAChTKD-L1 VAChTKD-L2 VAChT KDA VAChT KDA-L1 VAChTKDA-L2
Eosindfilos (células/10*um2) 0,8+0,06 2,0+ 01" 1,2 +0,09* 1,5 + 0,03* 2,7 £0,1%* 3,4 +0,1"%%
NF-kappaB (células/10*um2) 9,5+0,9 6,4+ 0,8 74+1,1 15,5 + 1,6* 13,3 + 1,4** 16,6 + 1,6"

TNF-a (células/10*um2) 3,7+0,6 29+ 0,6 47408 12,8 + 1,0 10,08 + 1,4* 88+1,1"
IL-4 (células/10*um2) 2,6+04 20+ 05 4,8+0,9"" 8,4 +1,0* 10,36 + 1,5+ 11,6 +2,0°
IL-5 (células/10*um?) 32+38 6,3+ 08" 403+04 46+53* 8,05+ 0,7%° 9,8 +71*
IL-13 (células/10*um?) 29+03 34+ 04 33+04 3,9+05* 5,6 + 0,5%° 7,9 £0,7*4%
IL-17 (células/10°um?) 32+04 20+ 05 5,2 + 0,8+ 10,8 * 1,4* 7,412 99+127

Inverno VAChT KD VAChT KD-Locall |VAChT KD-Local2 VAChT KDA VAChT KDA-Locall | VAChTKDA-Local2
Eosindfilos (células/10*um2) 0,8+0,07 1,9+ 0,07+ 1,2 +0,05* 1,4 +0,03* 2,7 +0,09~° 3,5 +0,1"%
NF-kappaB (células/10*um2) 8,9+1,0 16,3+ 1,7+" 8,9+1,2 14,9+ 1,7* 21,0 +1,4*%* 150+ 15"

TNF-a (células/10°um2) 3,9+07 7,2 +1,0¢* 2,240,5 12,3+ 1,1* 14,0 +1,1%* 11,2+1,2%
IL-4 (células/10*um2) 26+05 6,0 +0,8+* 3,4+0,6 8,0+1,2* 7,614 12,6 + 1,3%¢#
IL-5 (células/10*um?) 32+03 59+ 57" 3,2+39 4,8+0,6* 7,9 +0,6%° 75+0,7**
IL-13 (células/10*um?) 26+0,3 37+ 04 27+04 3,7 +0,5* 10,8 + 0,8*%* 5,9 +0,5%
IL-17 (células/10*um?) 31+05 42+ 07 3,6+07 10,6 + 1,3* 7,1 +0,9% 10,6 +1,5"

Legenda: *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente

comparativamente ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo
VACHT KD-L2 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05); &diferente
comparativamente ao grupo VAChT KDA-L1 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo
VAChT KDA-L2 (p<0,05).
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5.2.3. Estresse Oxidativo

5.2.3.1. Avaliacdo do NO Exalado (NOex)

A Figura 23 demonstra a avaliagdo do NO exalado. Na Figura 23A
(verdo) e Figura 23B (inverno) demonstra a analise de animais VAChT
Knockdown (VAChT KD) com animais VAChT Knockdown+inflamacgéo crénica
pulmonar (VAChT KDA).

Na Figura 23A e Figura 23B, quando comparados os grupos VAChT
KDA, VAChT KDA-Locall e VAChT KDA-Local2 ndo apresentaram diferencas
entre eles. Quando comparados entre pares VAChT KD e VAChT KDA néo

houve diferencas tanto no verao quanto no inverno.

No verdo houve aumento no grupo VAChT KDA Local-1 quando
comparado ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05). No inverno, o grupo VAChT
KDA Local-1 apresentou aumento do NO exalado comparado ao grupo VAChT
KD Local-1 (p<0,05), o grupo VAChT KDA Local-2 também apresentou aumento
do O6xido nitrico exalado comparativamente ao grupo VAChT KD Local-2
(p<0,05).
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Figura 23 - Estresse Oxidativo: Knockdown (VAChT KD) X Knockdown + inflamacé&o crbnica
pulmonar (VAChT KDA). **diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05);
#diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05).
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5.2.3.2. Avaliacdo do Numero de Células de INOS

positivas na parede brénquica

A Figura 24 demonstra a expresséo de iNOS nas estacgbes verao (A) e
inverno (B) na andlise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacdo pulmonar
alérgica crbnica (VAChT KDA).

Houve um aumento do numero de células positivas de iINOS no grupo
VAChT KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

Como demonstrado na Figura 24, em ambas as estacdes do ano houve
um aumento do numero de células positivas de INOS no grupo VAChT KDA
Local-1 em relagdo ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05), e aumento de iNOS
no grupo VAChT KDA Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KD Local-2
(p<0,05).

No verdo o grupo VAChT KDA Local-1 apresentou aumento do ndmero
de células positivas de iINOS comparado ao grupo VAChT KDA (p<0,05).

Quando comparados os grupos VAChT KD, VAChT KD Local-1 e VAChT
KD Local-2 ndo observamos diferencas significativas entre eles, no verédo e no

inverno.
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Figura 24 - Estresse Oxidativo: Knockdown (VAChT KD) X Knockdown + inflamagé&o crénica
pulmonar (VAChT KDA). *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente
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comparativamente ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo
VACHT KD-L2 (p<0,05), ®diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05).
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5.2.3.3. Avaliacdo do Conteudo de 15F2t-isoprostano na

parede brénquica

A Figura 25 demonstra o contetdo de 15F2t-isoprostano nas estacdes
verao (A) e inverno (B) na analise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacdo pulmonar
alérgica crénica (VAChT KDA).

Houve um aumento do contetdo de 15F2t-isoprostano no grupo VAChT

KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

No inverno houve aumento do contetddo de 15F2t-isoprostano no grupo
VAChT KDA Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05).
Houve aumento do contetdo de 15F2t-isoprostano no grupo VAChT KD Local-1
e grupo VAChT KD Local-2 em relagao ao grupo VAChT KD (p<0,05), e aumento
do conteudo de 15F2t-isoprostano no grupos VAChT KD Local-2
comparativamente ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05).

No inverno houve aumento do contetdo de 15F2t-isoprostano no grupo
VAChT KDA Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KDA e VAChT KDA
Local-1 (p<0,05).
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Figura 25- Contetdo de 15F2t-isoprostano: Knockdown (VAChT KD) X Knockdown + inflamacao
cronica pulmonar (VAChT KDA), verdo (A) e inverno (B). *diferente comparativamente ao grupo
VAChHT KD (p<0,05); **diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); *diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo
VAChT KDA (p<0,05), &diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA-L1 (p<0,05).
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5.2.4. Remodelamento

5.24.1. Avaliacdo do Numero de Células de MMP-9
positivas na parede bronquica

A Figura 26 demonstra o numero de células positivas de MMP-9 nas
estacdes verdo (A) e inverno (B) na analise de animais VAChT Knockdown
(VAChT KD) comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacéo
pulmonar alérgica cronica (VAChT KDA).

Houve um aumento do numero de células positivas de MMP-9 no grupo
VAChT KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

No verdo houve um aumento do nimero de células positivas de MMP-9
no grupo VAChT KDA Local-1 em relagao ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05),
houve também aumento do grupo VAChT KDA Local-2 comparativamente ao
grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05). No inverno houve aumento do numero de
células positivas de MMP-9 no grupo VAChT KDA Local-2 em relacdo ao grupo
VACHhT KD Local-2 (p<0,05).

No verdo quando comparados os grupos VAChT KD, VAChT KD Local-
1 e VAChT KD Local-2 ndo observamos diferencas significativas entre eles,
porém no inverno houve aumento do niumero de células positivas de MMP-9 no
grupo VAChT KD Local-1 em relagéo aos grupos VAChT KD (p<0,05) e ao grupo
VAChAT KD Local-2 (p<0,05).

No verdo houve aumento do numero de células positivas de MMP-9 no
grupo VAChT KDA e VAChT KDA Local-1 comparativamente ao grupo VAChT
KDA Local-2 (p<0,05). No inverno houve aumento do numero de células
positivas de MMP-9 no grupo VAChT KDA Local-2 comparativamente aos
grupos VAChT KDA (p<0,05) e ao grupo VAChT KDA Local-1 (p<0,05).
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Figura 26 — MMP-9: Knockdown (VAChT KD) X Knockdown + inflamag&o crénica pulmonar
(VAChT KDA). *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo
VACHT KD-L2 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05); &diferente
comparativamente ao grupo VAChT KDA-LOCAL?2 (p<0,05); *diferente comparativamente ao
grupo VAChT KDA-LOCAL1 (p<0,05).



76

5.2.4.2. Avaliacdo do Numero de Células de TIMP-1

positivas na parede brénquica

A Figura 27 demonstra o numero de células positivas de TIMP-1 nas
estacdes verdo (A) e inverno (B) na analise de animais VAChT Knockdown
(VAChT KD) comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacéo

pulmonar alérgica cronica (VAChT KDA).

Houve um aumento do numero de células positivas de TIMP-1 no grupo
VAChT KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

No verdo houve um aumento do numero de células positivas de TIMP-1
no grupo VAChT KDA Local-1 em relacdo ao grupo VAChT KD Local-1 (p<0,05),
houve também aumento do grupo VAChT KDA Local-2 comparativamente ao
grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05). No inverno houve aumento do numero de
células positivas de TIMP-1 no grupo VAChT KDA Local-2 em relacdo ao grupo
VAChHT KD Local-2 (p<0,05).

No verdo quando comparados os grupos VAChT KD, VAChT KD Local-
1 e VAChT KD Local-2 ndo observamos diferencas significativas entre eles,
porém no inverno houve aumento do numero de células positivas de TIMP-1 no
grupo VAChT KD Local-1 em relacao aos grupos VAChT KD e VAChT KD Local-
2 (p<0,05).

Quando comparados os grupos VACHT KDA, VAChT KDA Local-1 e
VAChT KDA Local-2 ndo observamos diferencas significativas entre eles, no

Verao e no inverno.
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Figura 27 — TIMP-1: Knockdown (VAChT KD) X Knockdown + inflamag&o crénica pulmonar
(VAChT KDA). *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente

comparativamente ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo
VACHhT KD-L2 (p<0,05).
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5.2.4.3. Avaliacdo do Numero de Células de TGF-8

positivas na parede brénquica

A Figura 28 demonstra a expressao de TGF-§3 nas estagdes verédo (A) e
inverno (B) na andlise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacdo pulmonar

alérgica crénica (VAChT KDA).

Houve um aumento do numero de células positivas de TGF- no grupo

VAChT KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

No verdo e inverno houve um aumento do niumero de células positivas
de TGF-B no grupo VAChT KDA Local-1 em relacéo ao grupo VAChT KD Local-
1 (p<0,05), houve também aumento do grupo VAChT KDA Local-2
comparativamente ao grupo VAChT KD Local-2 (p<0,05).

Quando comparados os grupos VAChT KD, VAChT KD Local-1 e VAChT
KD Local-2 ndo observamos diferencgas significativas entre eles, no veréo e no

inverno.

Quando comparados os grupos VACHT KDA, VAChT KDA Local-1 e
VAChT KDA Local-2 ndo observamos diferencas significativas entre eles, no

Verao e no inverno.
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Figura 28 - TGFB: Knockdown (VAChT KD) X Knockdown + inflamag&o crdnica pulmonar (VAChT
KDA). *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente comparativamente
ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05).



79

5.2.4.4. Avaliacdo do conteudo de fibras colagenas na

parede brénquica

A Figura 29 demonstra o conteudo de fibras colagenas nas estacdes
verao (A) e inverno (B) na analise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacdo pulmonar
alérgica crbnica (VAChT KDA).

Houve um aumento do conteudo de fibras colagenas no grupo VAChT

KDA comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

No verdo houve um aumento do conteudo de fibras coldgenas no grupo
VACHhT KD Local-2 em relagdo ao grupo VAChT KD (p<0,05) e ao grupo VAChT
KD Local-1 (p<0,05), no inverno nao houve diferengas entre os grupos VAChT
KD, VAChT KD Local-1 e VAChT KD Local-2.

No verdo houve aumento no conteudo de fibras colagenas no grupo
VAChT KDA Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KDA e VAChT KDA
Local-1 (p<0,05). No inverno houve aumento da expresséo de fibras coladgenas
no grupo VAChT KDA Local-2 comparativamente ao grupo VAChT KDA
(p<0,05).
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Figura 29 — Fibras coldgenas: Knockdown (VAChT KD) X Knockdown + inflamag&o crénica
pulmonar (VAChT KDA). *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo
VACHT KD-L2 (p<0,05), *diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05), &diferente
comparativamente ao grupo VAChT KDA-L1 (p<0,05).
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A Tabela 6 demonstra os resultados das analises dos marcadores de

remodelamento.

Tabela 6. Resultados das Analises dos Marcadores de Remodelamento.

Remodelamento
Verao VAChT KD VAChTKD-L1 VAChTKD-L2 VAChT KDA VAChTKDA-L1 VAChTKDA-L2
MMP-9 (células/10*um?) 1,1+0,3 1,3+0,4 1,1+0,3 5,5+0,6* 5,1+0,9% 2,8+0,5"
TIMP-1 (células/10*um?) 1,1+0,3 1,3+0,4 1,3+0,4 7,5+1,1% 5,7+0,9% 4,1+0,7"
TGFB (células/10*um?) 4,5%0,9 5,6+1,0 5,8+0,9 18,241,7* 16,2+1,6% 17,4+1,6"
Fibras Colagenas (%) 0,5+0,1 0,9+0,2 3,9+0,4* 1,9+0,4* 1,7+0,3** 4,3+0,8%¢
Inverno VAChT KD VAChTKD-L1 VAChTKD-L2 VAChT KDA VAChTKDA-L1 VAChTKDA-L2
MMP-9 (células/10*um?) 1,0+0,3 2,640,5+* 0,740,3 5,4+0,7* 3,540,6 11,4+1 5%
TIMP-1 (células/10*um?) 1,0:0,3 5,440,8+" 1,240,5 6,8+1,0% 3,610,7 6,5+1,4"
TGFB (células/lo"umz) 39+08 7,6%1,2 6,3+1,1 18,6+1,9* 15,2+1,4* 12,9+1,4"
Fibras Colagenas (%) 0,620,1 1,620,2 1,5+0,5 2,2+0,4* 3,1+0,5* 4,9+0,7%"
Legenda: *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05); **diferente

comparativamente ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); #diferente comparativamente ao grupo
VACHT KD-L2 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05); &diferente
comparativamente ao grupo VAChT KDA-L1 (p<0,05); *diferente comparativamente ao grupo
VAChT KDA-L2 (p<0,05).
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5.2.5. Avaliacdo da expressdo de a7 nAChR nas paredes

brénquica

A Figura 30 demonstra a expressao de a7 AChR nas estac¢fes verao e
inverno  na analise de animais VAChT Knockdown (VAChT KD)
comparativamente a animais VAChT Knockdown com inflamacdo pulmonar
alérgica crénica (VAChT KDA).

Houve um aumento da expressédo de a7 AChR no grupo VAChT KDA
comparativamente ao grupo VAChT KD (p<0,05).

Em ambas as estac6es houve um aumento na expressao de a7 AChR
no grupo VAChT KD Local-1 em relacédo ao grupo VAChT KD (p<0,05) e aumento
na expressao de a7 AChR VAChT KDA Local-2 comparativamente ao grupo
VACHhT KD Local-2 (p<0,05).

No verdo houve aumento da expressdo de a-7 no grupo VAChT KDA
Local-1 comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05) e ao grupo VAChT
KDA Local-2 (p<0,05). No inverno houve aumento da expresséo de alpha 7 no
grupo VAChT KDA Local-1 comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05). E
houve aumento da expressdo de a-7 no grupo VAChT KDA Local-2

comparativamente ao grupo VAChT KDA (p<0,05).
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Figura 30 — Alpha7: A (ver&o)-B (inverno) Animais knockdown (VAChT KD) X Knockdown
+inflamacé&o crénica pulmonar (VAChT KDA). *diferente comparativamente ao grupo VAChT KD
(p<0,05); **diferente comparativamente ao grupo VAChT KD-L1 (p<0,05); *diferente
comparativamente ao grupo VAChT KD-L2 (p<0,05), ®diferente comparativamente ao grupo
VAChT KDA (p<0,05).
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5.2.7. Fotomiografias

Na pagina a seguir encontra-se o painel de fotomiografias com algumas
vias aéreas analisadas no verdo (Figura 31) e no inverno (Figura 32).
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Figura 31. Fotomiografias de vias aéreas do experimento realizado no verdo. Seta vermelha exemplifica células positivas.
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Figura 32. Fotomiografias de vias aéreas do experimento realizado no inverno. Seta vermelha exemplifica células positivas.
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A seguir, umaimagem ilustrando um resumo dos resultados encontrados

neste trabalho.

Wild-type
P %Rrs, %Raw I
WT
¢ _ wrul IL-17
WT-L2
—
VAChT KD"M Hiperresponsivida
‘VAChT VA:hT KD de, inflamacao,

— VAChT KD-L1

9 — VAGET kDo remodelan"nent.o e

ACHh estresse oxidativo

% VAChT KD"°M e Inflamagdo
v Pulmonar Alérgica Crénica
v ACh j E VAChT KDA
A 4 o> _ VAChT KDA-L1
f—n &b VACHT KDA-L2
2
RAChR . Exacerbacdoda
¢ s B hiperresponsividade,
1. Contragdo da Musculatura lisa inflamagﬁo remodelamento
—_— ’ ’

2. Vasos sanguineos infiltrados por células imunes
3. Inflamagdo e edema

4. Excesso de Muco

5. Diminui¢do do didmetro do lumen da via aérea

estresse oxidativo e células
positivas de a-7

Figura 33. Resumo dos resultados encontrados. A poluicdo advinda do pé de ferro em animais
saudaveis foi capaz de gerar piora na mecanica respiratoria como %Rrs, %Raw e IL-17, em
animais com diminuicdo de VAChT a poluicdo advinda de p6 de ferro gerou aumento de
hiperresponsividade, marcadores inflamatorios, remodalamento e estresse oxidativo. Quando a
diminuicdo de VAChT foi associada a inflamac@o pulmonar alérgica crénica houve uma
potencializacdo nas respostas de hiperresponsividade, inflamacéo, remodelamento, estresse
oxidativo e células positivas de a-7.
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5.3. Resultados parciais do material particulado

Segundo resultados da analise

e caracterizacdo do particulado

realizados sob responsabilidade da Professora Christine Bourotte (Cidade

Universitaria, Sdo Paulo - SP), a fracdo grossa apresenta cerca de 80% do MP1o..

Para ambos os locais de coleta e em todos os periodos, as concentracfes

médias de MP grosso foram maiores do que as concentracdes de MP fino. A

concentragdo média da empresa mineradora foi maior do que a do hotel durante

0S meses de verao e inverno.

Na andlise realizada, os elementos que mais chamaram a aten¢éo foram

cloreto (Cl), ferro e enxofre (S). No inverno, o Local 2 teve concentragdes de

cloro mais altas do que na empresa mineradora (Locall) tanto no material grosso

quanto no fino (Figura 34).
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Figura 34 — Analise do material particulado. F: material particulado fino; G: material particulado
grosso. Dados parciais cedidos pela professora Christine Bourotte.
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6. DISCUSSAO

Observamos no experimento 1 que houve aumento de células positivas
para marcadores NF-kappaB, IL-5 e IL-13 em animais com diminui¢cdo de VAChT
em relacdo aos animais selvagens. Comparando animais com deficiéncia de
VACHT e tipo selvagem, verificamos que os animais geneticamente modificados

apresentaram diminuicdo de a-7 em relagao aos animais WT.

Estudo de Santana et al. (2019) corrobora com nossos achados em
relacdo ao aumento de IL-13 em animais KD em comparacdo com animais
selvagens. Pesquisadores sugerem que a deficiéncia colinérgica torna o0s
animais mais vulneraveis a alteracdes respiratorias, camundongos VAChT-KD

apresentaram alteracdes pulmonares mais intensas do que animais WT (199).

Observamos no experimento 2, aumento de células positivas para alfa-
7 em animais com inflamacao pulmonar alérgica cronica e diminuicdo de VAChT
e quando expostos a poluicdo por p6 de ferro, esse aumento foi acentuado.
Pinheiro et al. (2021), investigaram mudancas nos niveis de expressdo dos
receptores nicotinicos e muscarinicos de acetilcolina (nAChR e mAChR) no
pulmao durante lesdo pulmonar aguda indicam que a7 nAChR contribui para os
efeitos anti-inflamatérios do sistema colinérgico pulmonar. O aumento de a7
NAChR pulmonar em resposta a inflamacgédo aguda pode resultar da regulacao
positiva da expressdao de a7 nAChR em células pulmonares ou pelo
recrutamento de células imunes que expressam a7 nAChR de alto nivel para o
pulma&o. Eles sugerem que os animais com deficiéncia colinérgica de longo prazo
nao poderiam aumentar 0s niveis de receptores nicotinicos para neutralizar a
inflamagé&o pulmonar, como ocorreu no WT. No trabalho desses pesquisadores,
o estimulo farmacoldgico ao receptor nicotinico pelo PNU (agonista seletivo do
receptor nicotinico a7), que reduziu a inflamagao pulmonar em camundongos
com deficiéncia colinérgica, induziu um aumento dos receptores nicotinicos a7.
A falta de ACh disponivel para os receptores a7 nAChR pode modular a

inflamagé&o pulmonar devido a inibicdo da via anti-inflamatoria colinérgica (200).

Observamos na avaliacdo da mecanica respiratoria que no verdo os

animais com atenuacdo VAChT expostos ao Local 1 (dentro da mineradora)
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apresentaram um aumento de %Rrs quando comparados aos animais expostos
ao Local 2, enquanto os animais expostos ao Local 2 apresentaram aumento de
%Ers e %Htis quando comparados aos animais que permaneceram no biotério.
Com relacdo aos dados de mecénica respiratoria, ndo houve diferencas entre os

grupos no inverno.

Em relacdo aos animais geneticamente modificados com inflamacé&o
pulmonar alérgica crbnica, observou-se que houve aumento de %Rrs e %Raw
em relacédo aos animais VAChT KD. No verao nao houve diferencas entre esses
animais expostos ao Local 1 e Local 2 e no inverno houve aumento de %Ers e
%Htis nos animais expostos ao Locall em relacdo aos animais que
permaneceram no biotério. O aumento da resisténcia pulmonar provavelmente
se deve as alteracdes pulmonares geradas pela asma, como o remodelamento,
autores observaram resultado semelhante em estudo com camundongos Balb-c

com inflamacéo alérgica pulmonar cronica (197).

Com relacao a avaliacdo dos marcadores inflamatérios, observamos que
no verao houve aumento de células positivas de IL5 nos animais com atenuacao
VAChT expostos ao Local 1 em relacdo aos animais que permaneceram no
biotério, também observamos que 0s animais que permaneceram no Local 2
apresentaram aumento de IL-4 e IL-17 em relacdo aos animais que
permaneceram no biotério e dentro da mineradora. No inverno, observamos um
aumento de células positivas para NFKappa-B, TNF-q, IL-4 e IL-5 nos animais
expostos ao Local 1 em comparacéo aos animais expostos ao biotério e ao Local
2. Um estudo anterior avaliou septos alveolares de animais com expressao
atenuada de VAChT submetidos a exposicéo a particulas de exaustédo de diesel
(DEP) e observou aumento de células positivas para IL-4 e IL-13 (199). A
exposicdo ao PM pode afetar muitos tipos de células em diferentes niveis de
regulacdo imunolégica (201). Estudo sugere que poluentes inalaveis ativam a
resposta imune inata com ativacdo aumentada de células dendriticas,
inflamacé&o pulmonar e resposta imune Th2 (202). PM pode induzir respostas
inflamatorias Th1/Th2/Th1l7 (201). Estudos sugerem que a sinalizacdo da
acetilcolina polariza as células dendriticas em direcdo a um perfil de célula Th2

(201). A incubacgéo de células dendriticas com acetilcolina estimulou a produgéo
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de quimiocinas que recrutam células Th2 para locais de inflamacéao alérgica
(203).

Os achados de IL-17 em relag&o ao Local 2 em animais WT podem ser
decorrentes da presenca de cloro neste local, corroborando com o estudo de
Genaro et. al. (2021) (204).

Nos animais VAChT KD com inflamacé&o pulmonar alérgica crbnica
observamos aumento de todos os marcadores inflamatorios avaliados neste
trabalho (NFKappa-B, TNF-a, IL4, IL-5, IL-13 e IL-17) quando comparados aos
animais VAChT KD. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados na
literatura em animais com inflamacé&o pulmonar alérgica crébnica sem atenuacéao
do VAChT (87,197,205).

No verdo, houve aumento de IL5 e IL-13 em animais com inflamacé&o
pulmonar alérgica cronica e atenuacdo de VAChT expostos a ambos os locais
em comparacdo com animais VAChT KDA sem exposi¢cdo a poluicdo. Esse
aumento foi maior de IL-13 no grupo VAChT KDA exposto ao local 2 em
comparacao ao exposto ao Local 1. No inverno, houve aumento de NFKappaB,
IL-13 e IL-17 no grupo VAChT KDA-L1 em comparacdo aos animais VAChT
KDA, aumento de IL-4, IL-5 e IL-13 no grupo VAChT KDA-L2 em comparacao
com o grupo VAChT KDA. Desses animais, houve aumento de NF-Kappa B e IL-
13 no grupo exposto ao Local 1 em relagdo ao grupo exposto ao Local 2 e
aumento de IL-4 no grupo exposto ao Local 2 em relagcdo ao grupo exposto ao

Local 1.

A potencializagdo da inflamacdo observada em alguns marcadores
inflamato6rios como (eosindfilos, IL-4, IL-5, IL-13) em animais geneticamente
modificados com inflamag&o pulmonar alérgica cronica expostos ao Local 2 em
comparacdo com animais com inflamacdo pulmonar alérgica crbnica que
permaneceram em no biotério pode ser justificada devido a alta presenca de

cloro neste local, corroborando com achados de Genaro et.al. (2018) (205).

A poluicdo do ar pode aumentar as respostas imunes adaptativas dos

linfécitos Th2 e Th17, como visto na alergia e na asma (206). Sobre os efeitos
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clinicos da poluicdo do ar, sabe-se que a poluicdo ambiental elevada esta

associada a exacerbacfes da asma (206).

Os constituintes da poluicdo estimulam as células através de uma
variedade de mecanismos de deteccdo celular, incluindo receptores Toll-Like
(TLRs), vias de deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e vias de
deteccdo de hidrocarbonetos poli aromaticos (PAH). Estes, por sua vez, ativam
cascatas de sinalizagcdo intracelular pré-inflamatéria, como a via NFkB e
MAPK(206). Autores reforcam que a composicao do PM ambiental varia tanto
geograficamente quanto temporalmente, sendo dependente da mistura de fontes
em qualquer local em um determinado momento (206), entdo acreditamos que
devido a alguma diferen¢ca no PM do Local 2 houve um aumento de IL-5 no verao

e de IL-4 no inverno.

Ha também evidéncias de que espécies reativas de oxigénio podem
afetar diretamente os canais celulares de calcio e, assim, perturbar a sinalizagéo
ibnica intracelular(207). O Ca2* intracelular € um importante sistema de
sinalizagao de segundo mensageiro e, por exemplo, pode afetar a via NFkB, bem
como a contracdo do musculo liso das vias aéreas. PM pode ser uma fonte de
tal Ca2+ elevado nas vias aéreas, particularmente considerando as

concentracfes frequentemente altas dentro de PM (206).

Gour et al. (2018) determinaram que a inalacéo de PM urbano da cidade
de Nova York e de Baltimore poderia estimular inflamag&o Th2 e Th17 nas vias
aéreas de camundongos, com PM de Baltimore potencializando a inflamacéo
das vias aéreas e hiperresponsividade(208). Essa inflamacé&o foi concomitante
com hiperresponsividade das vias aéreas, infiltrado inflamatério e liberagédo de
citocinas (IL-5, IL-13, IFNy e IL-17A), enquanto particulados de referéncia como
fumo, DEP e cinzas volantes de carvao nao foram capazes gerar tal inflamacéao
resultados. Descobertas como essas enfatizam a importancia de utilizar o PM
urbano do mundo real ao investigar os efeitos adversos da poluicdo do ar a
saude, ao mesmo tempo em que demonstra que as modificagbes atmosféricas

podem tornar o PM mais toxico (206).
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Estudos sugerem que a sinalizacdo da acetilcolina polariza as células
dendriticas em direcdo a um perfil de células Th2. A incubacdo de células
dendriticas com producado estimulada por acetilcolina de quimiocinas recrutam
células Th2 para locais de inflamacao alérgica (203). Estudo in vivo mostrou que
a exposicdo ao PM2.5 agravou os sintomas em ratos com rinite alérgica, baixou
a expressao de IFN-y, enquanto aumentou a expressao de IL-4, IL-13 e 0 nimero

de eosindfilos no fluido de lavagem nasal (209).

Estudos in vitro e em modelos animais indicam que essas alteracdes séo
mediadas principalmente pelos receptores M3, que por sua vez séo ativados pela
acetilcolina. Dados in vitro mostraram que a sinalizacdo a jusante dos receptores
muscarinicos desencadeia a inibicdo do glicogénio sintase quinase (GSK)-3,
gue, em seu estado ativo, atua para reprimir a proliferacdo do muasculo liso das
vias aéreas. Isso sugere um possivel mecanismo para o acumulo de muasculo
liso no remodelamento das vias aéreas (210). A regulacdo cooperativa da
producdo de proteinas da matriz extracelular pelos receptores muscarinicos e

TGF-B parece envolver os receptores M2 (211).

Observamos no veréo que animais com expressao atenuada de VAChT
e expostos ao Local 2 apresentaram aumento do contetdo de fibras colagenas
em relacdo aos animais VAChT KD expostos ao Local 1, e no inverno, animais
com expressao atenuada de VAChT e expostos ao Local 1 apresentaram
aumento de MMP-9 e TIMP-1 em comparagao com animais VAChT KD expostos
ao Local 2. Estudos demonstraram que a exposicdo a DEP induziu aumento de
fibras colagenas nos septos alveolares em camundongos com expressao
atenuada de VAChT e aumento da area de muco no epitélio das vias aéreas
nestes animais, associado a um aumento das células secretoras epiteliais e
reducao das células epiteliais ciliadas, sugerindo que a diminuicdo da expressao
de VAChT em animais expostos a DEP induz a remodelacao epitelial pulmonar
e das vias aéreas (199). Acreditamos que a exposi¢cdo a poluicdo em animais
com expressdao VAChT atenuada pode gerar respostas relacionadas ao

processo de remodelamento por meio de receptores nicotinicos.

Neste trabalho os animais do modelo de inflamacéo alérgica crbnica e

atenuacdo VAChT apresentaram aumento dos marcadores avaliados (MMP9,
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Timp1, TGFB e fibras colagenas) em relagdo aos animais que ndo foram
expostos a ovalbumina. Esses resultados para MMP-9, TIMP-1 e fibras
coldgenas sdo semelhantes aos encontrados por Pinheiro et. al. (2020) (212) Um
modelo in vitro de fatias de pulmé&o de cobaias descobriu que a broncoconstricdo
induzida por metacolina leva a expressdo de proteinas contrateis, como a
miosina do musculo liso. Isso foi mediado pela liberacdo de TGF-f bioativo (213),
considerado responsavel por varias caracteristicas de remodelamento das vias
aéreas (214,215). A liberacao de TGF-B bioativo em resposta a metacolina (216)
corrobora esses achados. Evidéncias adicionais sugerem que sédo os efeitos
mecanicos da broncoconstricdo mediada pela acetilcolina que causam a
remodelamento das vias aéreas (217,218). Estudos sugerem que 0s neurdnios
das vias aéreas ndo apenas participam das exacerbacfes agudas transitorias,
mas a remodelacédo da arquitetura neuronal acompanha a hiperresponsividade

persistente (219).

Observamos também que no grupo modelo de inflamacao alérgica
cronica com atenuacao de VAChT exposto ao Local 2, houve aumento de MMP-
9 no inverno e em ambas as estacdes houve aumento de MMP-9 e contetdo de
fibras colagenas nesses animais que estavam a 5 km da mineradora. Embora
estudos tenham relatado que as concentracdes de emissfes de veiculos
automotores, como PM ultrafino, diminuam substancialmente dentro de 300
metros (220) e uma revisao de 2010 sugerisse que distancias dentro de 300—
500 metros de rodovias eram mais relevantes para os efeitos na satde humana
(221), observamos um efeito nos marcadores de remodelamento mesmo a 5km
de distancia da mineradora. Espécies reativas de oxigénio e estresse mecanico
também foram implicados como fatores que induzem a proliferacdo de células
ASM (222).

As condigbes meteorologicas tém um papel muito importante na
dispersdo ou acumulo de poluentes (223). Liu e Johnson (2002) descrevem que
a poluicdo do ar geralmente esta associada a fatores como temperatura,
umidade relativa, velocidade e dire¢cdo do vento, entre outros (39). Por exemplo,
a ocorréncia de chuvas e o aumento da velocidade do vento dispersam e diluem

0s poluentes, reduzindo assim sua concentragcdo (224). Portanto, as
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concentracdes de poluentes tendem a aumentar no inverno porque no verao

chove mais do que no inverno.

Guarnieri et al. (2014) estudou sobre como a poluicdo do ar pode
contribuir para o desenvolvimento e exacerbacdo da asma, identificando quatro
mecanismos principais: stress e dano oxidativo, remodelamento das vias aéreas,
vias inflamatérias e respostas imunitdrias e aumento da respiracao,
sensibilizacdo aos aeroalérgenos, sugere que 0S genes que regulam esses
mecanismos podem conferir maior suscetibilidade ao desenvolvimento de asma

ou exacerbacdes de doencgas existentes com a exposicao a poluicdo do ar (220).

Observou-se na avaliacdo do estresse oxidativo que os animais com
atenuacdo VAChT expostos ao Local 1 (dentro da empresa mineradora) e Local2
(5 km longe da empresa) apresentaram aumento do conteudo de 8-PGF-2a
quando comparados aos animais controles. J& 0os animais expostos ao Local 2
apresentaram aumento do conteudo de 8-PGF-2a quando comparados aos
animais expostos ao Locall. Pesquisadores demonstraram gue mesmo ho
pulméo saudavel, o PM2,5 se correlacionou com o aumento dos parametros de
estresse oxidativo e a presenca de biomarcadores proé-inflamatérios (225).
Acredita-se que a indugcédo do estresse oxidativo pelo PM seja causada tanto
pelos componentes de metais pesados quanto pelos compostos organicos do
PM. Compostos organicos presentes no PM, ou formados pelo metabolismo
celular do PM, podem doar elétrons para moléculas de O2 para formar radicais
livres superédxidos. Os metais de transicdo podem doar elétrons de forma
semelhante para formar superoxido e peroxido de hidrogénio e podem esgotar

diretamente os antioxidantes tiol endégenos (206).

Varios estudos determinam a acao citogenotoxica do PM (226,227) que,
até agora, tem sido atribuida principalmente a componentes metélicos ligados
ou adsorvidos em particulas, principalmente metais de transicdo, que sdo
capazes de induzir a formacao de ROS, como o ferro. Sabemos que os locais de
exposicao deste trabalho possuem grandes quantidades de ferro gerado pelo
processo de peletizagdo. Particulas de ferro estimulam a producdo de
hidroxorradicais por meio de reagcbes de Haber-Weiss e Fenton, que levam ao

estresse oxidativo no DNA, proteinas ou lipidios (226,228). ROS podem ser
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gerados a partir da superficie de particulas onde hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAH) e nitro-PAH sdo absorvidos, exceto metais de transicao (ferro,
cobre, cromo e vanadio) que catalisam a reacdo de Fenton (Fe?* +H202 + H* —
Fe3* + OH" + H20) geram o radical hidroxila altamente reativo capaz de induzir
danos oxidativos ao DNA (228).

Estudo de Seaton et al. (2005) demonstrou que a poeira na ferrovia
subterrdnea de Londres tinha potencial citotoxico e inflamatério em altas doses,
consistente com sua composicdo em grande parte de oxido de ferro (227). Metais
sollveis em particulas inaladas, como Fe, Ni, vanadio (V), cobalto (Co), Cobre
(Cu) e Cr sédo associados ao aumento da producdo de ROS, seguido por
estresse oxidativo celular nas células epiteliais das vias aéreas (229-231). As
exposicdes ao ambiente PM2.5 contendo metais que sdo marcadores de trafego
e emissdes derivadas da industria foram associadas em criancas asmaticas com

uma resposta aumentada de fragdo exalada de 6xido nitrico (FeNO) (232).

Em relacdo aos animais geneticamente modificados com inflamacao
pulmonar alérgica cronica, observou-se aumento de células positivas para iINOS
e conteudo de 8-PGF-2a em relacdo aos animais controle. No verdo, houve
aumento de iINOS em animais com inflamacao pulmonar alérgica crénica que
foram expostos ao Local 1 em comparacdo com animais com inflamacéo
pulmonar alérgica crénica que permaneceram no biotério, e no inverno houve
aumento do contetdo de 8-PGF-2a nos animais expostos ao Local 2 em relagéo
aos animais que permaneceram no biotério e aos animais expostos ao Local 1.
Como a resposta observada ao isoprostano foi a mesma de animais saudaveis
com inflamac&o alérgica cronica, acreditamos que possa haver algum
componente da poluicdo do Local 2 que esta diretamente envolvida nas vias de
estresse oxidativo dependentes de isoprostano. O estresse oxidativo ativa
fatores de transcricdo (NF-kB), que regulam a expresséo de genes para citocinas
pré-inflamatérias, enzimas e moléculas de adesdo que induzem uma resposta
inflamatoria (233). Portanto, existe uma relagdo dinamica entre o aumento dos

niveis de ERO e os processos inflamatérios caracteristicos da asma (234).

Poucos estudos avaliaram o papel do VAChT e da deficiéncia nicotinica

na exposicao a poluicdo e ndo ha estudos com exposicao ao po de ferro.
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A deficiéncia colinérgica, uma condi¢cdo que ocorre em muitas doencas
como Alzheimer e doenca de Huntington, pressao alta e insuficiéncia cardiaca
(235-237) pode exacerbar algumas alteracdes pulmonares induzidas pela
exposi¢cdo a poluicdo. Nossos dados sugerem que um sistema colinérgico intacto
€ necessario para proteger o pulmédo contra os efeitos da poluicdo do ar, e
pacientes com deficiéncia colinérgica podem ser mais vulneraveis aos efeitos

nocivos da exposicéo a poluicao do ar.
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7. CONCLUSAO

A reducao da sinalizagédo colinérgica aumenta a inflamagéao pulmonar em
um modelo de inflamag&o pulmonar alérgica cronica e quando associada a
poluicdo, pode exacerbar algumas respostas relacionadas a inflamacéao,

estresse oxidativo e remodelamento.

Vale ressaltar que utilizamos a poluicdo advinda do pé de ferro através
da exposicdo desses animais ao ar ambiente de Vitdria, mimetizando a

exposicao da populacdo no municipio.

N&o h& estudos sobre o sistema colinérgico em animais com inflamacéao
pulmonar alérgica crénica expostos a poluicdo por po de ferro. Existem poucos
estudos sobre o sistema colinérgico em relacdo as respostas inflamatérias de
cada poluente e seu efeito pulmonar. Dada a diversidade de poluentes e suas
fontes, deve-se ter cuidado ao prever que todos os poluentes agirdo de maneira

semelhante.
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