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RESUMO

Silva LLS. Efeitos do peptideo derivado da sequéncia primaria do inibidor de calicreina isolado
de Bauhinia bauhinioides (pep-BbKI) na inflamagéo, remodelamento, estresse oxidativo em
um modelo de sobreposigao de asma-DPOC (ACO) [dissertagdo]. Sao Paulo: Universidade
de Sao Paulo, Faculdade de Medicina; 2022.

INTRODUGAO: Ha uma significante proporgdo de pacientes com fenétipos de asma
e doenga pulmonar obstrutiva cronica (sobreposicdo asma-DPOC - ACO). Um
peptideo derivado da sequéncia primaria do inibidor de calicreina isolado de Bauhinia
bauhinioides (pep-BbKI) tem sido associado a efeitos anti-inflamatoério e antioxidante,
e poderia ser um potencial novo tratamento para ACO. OBJETIVOS: Investigar os
efeitos do tratamento com pep-BbKI em um modelo de ACO e comparar ao tratamento
com corticosteroide. METODOS: Sessenta e quatro camundongos Balb/c (25-30g)
foram divididos em oito grupos: SAL (salina), OVA (sensibilizados com ovalbumina
intraperitoneal e nebulizagdo), ELA (elastase intratraqueal), ACO (ovalbumina +
elastase), ACO-pep-BbKI (protocolos OVA+ELA tratados com pep-BbKl), ACO-DX
(OVA+ELA tratados com dexametasona), ACO-DX-pep-BbKI (OVA+ELA tratados
com dexametasona e pep-BbKIl) e SAL-pep-BbKI (grupo SAL tratado com pep-BbKI).
Avaliamos: hiperresponsividade a metacolina, 6xido nitrico exalado (NOex), células
inflamatorias do lavado broncoalveolar e marcadores inflamatorios (IL-13, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-y e TNF-a), marcadores de remodelamento (MMP-9,
MMP-12, TGF-B e fibras colagenas), marcador de estresse oxidativo (iINOS),
intercepto linear médio (Lm) e via de sinalizagdo NF-kappaB, nas vias aéreas (VA) e
septos alveolares (SA). Utilizamos One-Way Analysis of Variance (ANOVA) seguido
pelo Holm-Sidak, e fest t para as analises estatisticas e considerado significante
p<0,05. RESULTADOS: Houve aumento da resisténcia do sistema respiratorio
(%Rrs), de via aérea (%Raw) e de tecido (%Gtis), Lm, células totais, eosindfilos,
macrofagos, neutréfilos, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-y, TNF-o,, MMP-9,
MMP-12, TGF-p, fibras colagenas no grupo ACO comparado a OVA e/ou ELA
(p<0,05). Apds o tratamento, com pep-BbKIl e/ou dexametasona, houve atenuagao
das respostas comparados ao grupo ACO (p<0,05). O grupo ACO-pep-BbKI reverteu
totalmente as alteragcdes comparado ao SAL em %Rrs, %Ers, %Raw, %Gtis, %Htis,
Lm, neutrdfilos, IL-5, IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a MMP-12 (VA), fibras colagenas, iNOS



(VA) e NOex (p>0,05). ACO-DX reverteu as alteragbes comparado a SAL em %Rrs,
%Ers, %Raw,%Gtis, %Htis, Lm, células totais e diferenciais, IL-1B(SA), IL-5 (SA), IL-
6 (SA),IL-10 (SA), IL-13 (SA), IFN-y,MMP-12 (VA), TGF-B (SA), fibras colagenas (VA),
INOS e NOex (p>0,05). O grupo ACO-DX-pep-BbKI potencializou a redugdo das
alteragdes comparado a ACO-pep-BbKIl e ACO-DX para MMP-12 (SA)(p<0,05). O
grupo SAL foi semelhante ao SAL-pep-BbKI (p>0,05) para todas as comparagdes,
portanto utilizamos SAL como grupo controle. CONCLUSOES: Os tratamentos com
pep-BbKlI e dexametasona foram igualmente eficazes na redugdo da
hiperrresponsividade a metacolina, inflamacgao, remodelamento, e estresse oxidativo

no modelo experimental de ACO.

Palavras-chave: Sindrome de sobreposi¢cao da doenga pulmonar obstrutiva crénica e
asma. Inflamagéo. Inibidor de serino proteinase. Bauhinia. Estresse oxidativo.

Remodelagao de vias aéreas.



ABSTRACT

Silva LLS. Effects of a peptide derived from the primary sequence of a kallikrein inhibitor
isolated from Bauhinia bauhinioides (pep-BbKI) on inflammation, remodeling, and oxidative
stress in an asthma-COPD overlap (ACO) model [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina Universidade de Sao Paulo”; 2022.

INTRODUCTION: There is a significant proportion of patients with mixed asthma and
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) phenotypes (asthma-COPD overlap -
ACO). A peptide derived from the primary sequence of a kallikrein inhibitor isolated
from Bauhinia bauhinioides (pep-BbKIl) has been associated to potent anti-
inflammatory and antioxidant effects and could be a potential new treatment for ACO.
OBJECTIVES: To investigate the effects of pep-BbKI treatment in a model of ACO and
to compare to corticosteroid treatment. METHODS: Sixty-four male Balb/c mice (25-
30g) were divided into eight groups: SAL (saline protocol), OVA (intraperitoneal and
nebulization ovalbumin sensitization), ELA (intratracheal elastase), ACO (ovalbumin +
elastase), ACO-pep-BbKI (OVA+ELA protocols and treated with pep-BbKI), ACO-DX
(OVA+ELA treated with dexamethasone), ACO-DX-pep-BbKIl (treated with
dexamethasone and inhibitor pep-BbKIl) and SAL-pep-BbKI (saline protocol treated
with pep-BbKIl). We evaluated: hyperresponsiviness to methacholine, exhaled nitric
oxide (eNO), inflammatory cells from bronchoalveolar lavage and inflammatory
markers (IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-y and TNF-a), remodeling
markers (MMP-9, MMP-12, TGF-p, collagen fibers), oxidative stress marker (iNOS),
linear mean intercept (Lm) and signaling pathway NF-Kappa-B, in airways (AW) and
alveolar septa (AS). We used One-Way Analysis of Variance (ANOVA) followed by the
Holm-Sidak and test t for statistical analysis and considered significant p<0.05.
RESULTS: There was an increase respiratory system resistance (%Rrs), airway
resistance (%Raw), tissue resistance (%Gtis), Lm, total cells, eosinophils,
macrophages, neutrophils, IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-y, TNF-o,, MMP-9,
MMP-12, TGF-p, collagen fibers in ACO group compared to OVA and ELA (p<0,05).
After treatment, with pep-BbKI and/or dexamethasone, there was an attenuation in the
responses compared to ACO group (p<0.05). The ACO-pep-BbKI group reversed the
alterations compared to SAL group for %Rrs, %Ers, %Raw, %Gtis, %Htis, Lm,
neutrophils, IL-5, IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-ae MMP-12 (AW), collagen fibers, INOS (AW)



and eNO (p>0.05). ACO-DX reversed the alterations compared to SAL for %Rrs, %Ers,
%Raw, %Gtis, %Htis, Lm, total cells and differentials , IL-1B(AS), IL-5 (AS), IL-6
(AS),IL-10 (AS), IL-13 (AS), IFN-y,MMP-12 (AS), TGF-B (AS), collagens fibers (AW),
iINOS and eNO (p>0.05). The ACO-DX-pep-BbKI potentiated the decrease for MMP-
12 (AS) compared to ACO-pep-BbKIl and ACO-DX (p<0.05). The SAL group was
similar to SAL-pep-BbKI for all comparisons (p>0.05), therefore we used SAL as
control group. CONCLUSIONS: Treatments pep-BbKI and dexamethasone were
similarly effectives in reducing inflammation, remodeling, and oxidative stress on

experimental model of ACO.

Keywords: Asthma-chronic obstructive pulmonary disease overlap syndrome.
Inflammation. Serine proteinase inhibitors. Bauhinia. Oxidative stress. Airway

remodeling.



LISTA DE ABREVIATURAS

ACO Sobreposigdao Asma-Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica

pep-BbKI Peptideo Bauhinia bauhinioides Kallikrein Proteinase Inhibitor

BbCi Bauhinia bauhinioides Cruzipain Inhibitor
BSA Bovine serum albumin
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CID10 Classificagao Internacional das Doencgas
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Gtis Resisténcia do Tecido Pulmonar
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IP Intraperitoneal
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Lm Intercepto Linear Médio
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MMP Metaloproteinase
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NaCl
NF-kappaB
nNOS
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PBS
PDGF
PKa
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SUS
SF
TGF-B
TIMP
TNF-a
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Fator Nuclear KappaB

Oxido Nitrico Sintase Neuronal
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Organizagdo Mundial da Saude

Solugao Tampao Salina
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Calicreina Plasmatica

Resisténcia das Vias Aéreas

Resisténcia do Sistema Respiratorio
Sistema Unico de Salde

Soro Fisiolégico

Fator de Crescimento Transformador - Beta
Inibidor Tecidual da Metaloproteinase
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1 INTRODUGAO
1.1 Asma e Doeng¢a Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

Asma € uma doencga crbnica, caracterizada por hiperresponsividade brénquica
e inflamagdo pulmonar. Ha varios fatores responsaveis pelo desencadeamento e
predisposi¢cdo a doenga, sendo uma condicdo heterogénea, que envolve episodios
agudos que sao revertidos espontaneamente ou com tratamento. (Reddel et al., 2009;
Lemanske; Busse, 2010; GINA, 2022).

Asma é definida como uma doenga multifatorial, acometendo todas as faixas
etarias e sofrendo influéncias genéticas e ambientais. Assim, a medida que a doenca
se agrava, as vias aéreas ficam mais suscetiveis a fatores como alérgenos
biologicamente ativos, virus, poluentes do ar, medicamentos, produtos quimicos, o
que leva a uma resposta de reparo alterada, incluindo mudancas estruturais que
podem estar associadas a sintomas persistentes e diminuigdo da fungdo pulmonar
(Holgate, 2012).

As combinagdes desses processos ajudam a explicar os diferentes fenotipos
de asma, a resposta ao tratamento e a historia natural ao longo da vida de uma
pessoa. (Lemanske; Busse, 2010; Holgate, 2012). Segundo a Global Initiative for
Asthma (GINA) de 2022, a hiperresponsividade € a principal responsavel pelos
recorrentes episodios de sibilo, dispneia, uso da musculatura acessoria e tosse,
particularmente no periodo noturno e inicio da manha. Estes sintomas e limitagdo do
fluxo aéreo variam com o tempo e intensidade, sendo que estas variagdes dependem
do fator que os desencadeiam, como exercicio, exposi¢ao a um alérgeno, mudanca
clima, infec¢ao por virus respiratorio.

Na maioria dos casos a origem da doenca inicia-se na infancia tendendo a
desaparecer os sintomas na fase adulta. Os casos que os sintomas se iniciam na
infancia e cessam na adolescéncia sdo considerados individuos primariamente néo
atopicos. Se os sintomas persistem na adolescéncia e na fase adulta, estes s&o
considerados individuos atépicos. No entanto, na fase adulta a doencga pode estar
latente e as recaidas podem acontecer ao longo da vida do individuo (Lemanske;
Busse, 2010).

A Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) € uma obstrugdo do fluxo

aéreo geralmente progressiva, que resulta de uma resposta inflamatoria anormal dos



pulmdes, relacionado & inalagdo de particulas e gases tdxicos. E causada
principalmente pelo tabagismo e pode causar consequéncias importantes por todo
organismo. As alteragdes celulares nos bronquios devido ao processo inflamatorio
levam a bronquite crbnica, com alteragbes nos bronquiolos e com consequente
bronquite obstrutiva, além da disfungdo no parénquima pulmonar e assim causar o
enfisema pulmonar. Estas alteragcbes nem sempre ocorrem juntas, mas evoluem em
niveis diferentes ao longo do tempo (GOLD, 2022)

A inflamagao crénica leva a mudanga estrutural pulmonar, a perda do
parénquima pulmonar e estreitamento das pequenas vias aéreas levam a perda de
comunicacgao dos alvéolos as pequenas vias aéreas, o que diminui o recuo elastico
do pulmao (GOLD, 2022). O enfisema pulmonar & caracterizado pela destruicdo da
estrutura pulmonar, desde as paredes alveolares distais até os bronquiolos terminais.
Anatomicamente esta alteragcdo é observada por um alargamento anormal dos
espacos aereo distais até o bronquiolo terminal, e € irreversivel. No exame clinico &
possivel observar taquipneia com o uso de musculatura acessoria, pacientes tendem
a ser magros, visualmente apresentar térax em forma de barril e timpanismo, porém
o exame fisico pode ser normal (Presto, 2007; Friedman, 2008). Ja pacientes em que
predomina a bronquite cronica as caracteristicas do individuo podem ser a obesidade,
dispneia, cianéticos e podem apresentar sinais de insuficiéncia cardiaca (Friedman,
2008).

Fisiologicamente, na DPOC, os espacgos aéreos formados promovem uma
menor area para troca gasosa e piora na perfusao pulmonar pela distenséo alveolar.
Com a destruicdo das paredes alveolares e portanto perda do tecido elastico, a
retragao elastica é prejudicada, perde-se a tragao radial durante a expiragdo, o que
contribui para retencéo de ar (Friedman, 2008).

Para o diagndstico da DPOC é importante obter a anamnese, acompanhada
do exame clinico e dados espirométricos. Os sintomas podem ser dispneia persistente
e progressiva, tosse crbnica intermitente nem sempre produtiva, mas que piora com
esforgo fisico, e com relato de exposigdo aos fatores de risco, como o tabagismo
(GOLD, 2022).

A avaliagdo clinica baseia-se nos sintomas e histérico de exacerbacgdes, esta
avaliacdo pode ser realizada com a ferramenta “ABCD”, esta que surgiu na
atualizagdo do GOLD (2011), e considera alguns parédmetros que classifica os grupos
de gravidade e auxilia na opgao terapéutica. Para esta classificagdo de risco e



gravidade, além do numero de exacerbagdes € também considerada a escala de
sintomas, a “Modified British Medical Research Council’ (mMRC) € uma avaliagéo
com um questionario que classifica o sintoma de dispneia do estagio 0 ao 4; outra
escala de sintomas ¢ a COPD Assessment Test (CAT™) que também ¢é aplicavel ao
paciente com 8 questdes e a pontuacdo maxima € de 40. A partir destes dados é
possivel classificar o paciente nos grupos ABCD e tratar para prevengao de futuras
exacerbacdes (GOLD, 2022)

A espirometria € o exame complementar para o diagnostico da DPOC, a
obstrucdo € definida quando a relacdo entre o Volume Expiratorio For¢cado no 1
segundo (VEF1) e a Capacidade Vital Forgada (CVF) resultam em um valor menor
que 0,70. Também €& necessaria uma radiografia de térax para descartar outros
diagnésticos.

A espirometria e a avaliagdo clinica em conjunto com o histérico de
exacerbacbes, s&o informagdes cruciais para o diagndstico, prognostico e
consideragdes terapéuticas. Esta nova abordagem de avaliagao ¢ ilustrada na Figura
1.

Figura 1. Esquema da avaliagdo ABCD revisado. Paciente € submetido a espirometria
para determinar a gravidade da limitagdo de fluxo aéreo, também deve ser avaliado o
grau de dispneia utilizando mMRC ou sintomas pelo CAT e, por ultimo o histérico de
exacerbacoes, incluindo o dado de hospitalizagao prévia.
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g Avadliagéo de Avaliagéo de sintomas/
confirmado pela N ] . =
. : limitagdo de fluxo risco de exacerbagées
espirometria
Historico de
exacerbagdo moderada
) ou grave
Paciente com Estagia Gravidade VEF, L
(% prevista) 22o0u
VEF,/ CVF £0,70 = A
GOLD 1 =80 internacdo
hospitalar
GOLD 2 pcep 50-79
Grave Ooul
GOLD 3 30-43 (ndo levando A B
R — ainternacdo
GOLD 4 & <30% hospitalar)

mMRCO-1 ~ mMRC=2
CAT<10 CAT210

Sintomas

Fonte: Adaptado de GOLD, 2022.



1.2 Epidemiologia da Asma e DPOC

A prevaléncia da asma tem aumentado, estd associada a crescente
urbanizagdo da populagdo mundial, sendo que a prevaléncia global varia entre 1 —
18% da populagédo nos diferentes paises (GINA, 2022). Segundo as estimativas da
Organizagao Mundial da Saude (OMS), em 2016 houve 417.918 mortes devido a
asma a nivel global, e foi estimado que mais de 339 milhdes de pessoas tiveram asma
em todo o mundo em 2016 (Global Health Metrics, 2017).

A prevaléncia da DPOC, segundo GOLD (2022), varia nas regides do mundo,
mas estima-se que em 2010 houve cerca de 384 milhdes de casos, com prevaléncia
global de 11,7%. Assim como uma analise sistematica de 2016 pelo Burden Global of
Desease study estimou uma prevaléncia global de cerca 251 milhdes de pessoas com
diagnostico de DPOC (Global Health Metrics, 2017). Mundialmente estima-se que
cerca de 3 milhdes de mortes anuais ocorrem por DPOC, e com o aumento da
prevaléncia do tabagismo em paises desenvolvidos e aumento da expectativa de vida,
acredita-se que nos préximos 40 anos havera mais de 5,4 milhdes de mortes por
DPOC anualmente (GOLD, 2022).

Em pesquisa de morbidade hospitalar pelo Sistema Unico de Saude (SUS) no
Brasil, no ano de 2019, segundo o DATASUS (2020), houve cerca de 119 mil casos
de internagdes de adultos com asma e doencas de espectro obstrutivo e suas
variantes, estes dados para pessoas acima de 20 anos, conforme a classificagao
internacional das doengas CID10. Enquanto que, ainda segundo o DATASUS (2020),
de janeiro de 2020 a novembro do mesmo ano, casos de internagdes de adultos acima
de 20 anos, por este mesmo CID10, chegaram a cerca de 72.797 mil. O declinio das
internagdes por este diagnodstico pode estar relacionado ao ano da pandemia devido
ao SARS-CoV-2 que causa a COVID-19, pois pacientes com asma e/ou DPOC que
evoluem a obito pelo COVID-19, foram notificados como 6bito pelo virus e nao pelas
doencas obstrutivas citadas.

1.3 Fisiopatologia da Asma

A pessoa que tem o diagndstico de asma tem uma resposta exacerbada aos
alérgenos, devido ao desencadeamento da resposta inflamatéria, quando comparada

a outras pessoas. Na mucosa brdénquica encontram células dendriticas, estas tém um



papel importante no processo inicial de desencadeamento da asma, atuam como
apresentadora de antigeno dando inicio a sensibilizagdo. Esta resposta imunologica
no pulméao pode ser suprimida pelos macrofagos, por meio da modulagéo das células
dendriticas, este processo é conhecido como tolerizagdo (Kuipers; Lambrecht, 2004;
Brannan, 2010; Holgate, 2012).

Quando nao ocorre a tolerizagao, a interacéo entre as células dendriticas e os
linfocitos Th2 fazem com que os linfocitos B produzam imunoglobulina E (IgE), estas
que quando liberadas na corrente sanguinea ligam-se a receptores de alta afinidade
presente em mastocitos, iniciando uma resposta alérgica (Bousquet et al., 2000;
Holgate, 2012).

ApoGs a fase de sensibilizagdo, no segundo contato do individuo com o
antigeno, grande parte dos asmaticos desenvolvem uma resposta inflamatoria
imediata e tardia. A fase imediata inicia logo apds o contato com o antigeno, cerca de
2 a 4h apds o contato, e a ativagédo de linfocitos B libera IgE, rapida ativagdo de
mastécitos e macrofagos das vias aéreas. Nesta fase, a degranulagéo dos mastécitos,
recrutamento de macréfagos e linfocitos T liberam mediadores inflamatérios
(prostaglandinas, histaminas e cistenil-leucotrienos), este processo € principal causa
da contracdo da musculatura lisa dos brénquios, e portanto um dos motivos da
obstrugdo das vias aéreas (Bousquet et al., 2000; Holgate, 2000; Lemanske; Busse,
2010).

As células dendriticas s&o ativadas pelos alérgenos, assim produzem citocinas,
que atraem neutréfilos, mondcitos para as vias aéreas além de transformar linfocitos
TCD4+ em células de perfil Th2. Estes linfécitos Th2 organizam a cascata inflamatoria,
assim s&o liberadas interleucinas (IL) (IL-4, IL-5, IL-13). A IL-4 estimula os linfocitos a
produzirem IgE, este se liga a superficie de mastocitos que contém proteoglicanos e
podem contribuir liberando mais IL-4, IL-5, histaminas, leucotrienos e prostaglandinas.
A IL-4 liberada por mastdcitos perpetua a produgéo de IgE e assim a continuidade do
processo inflamatorio nas vias aéreas (Holgate, 2012).

Na fase tardia mais mediadores inflamatoérios sé&o recrutados para a via aérea
como eosinofilos, células TCD4+, basofilos, neutréfilos e macréfagos. Ocorre cerca
de 3-6h apo6s o contato com o antigeno, podendo permanecer por varios dias. Este
processo inflamatdrio € complexo, e ha interacdo entre os mediadores inflamatérios e

células das vias aéreas, o que € importante para o desenvolvimento de alteracdes



observadas no processo de remodelamento tecidual na asma brénquica (Bousquet et
al., 2000; Stone, 2010).

Nas vias aéreas as células epiteliais também tém um papel no processo
inflamatorio, sdo também fonte de mediadores inflamatorios e fatores de crescimento.
Assim como também estdo envolvidas as células das glandulas mucosas e vasos
sanguineos. Estas células promovem inflamagéo, alteragdo vascular, aumento de
secregao de muco, também da hiperresponsividade das vias aéreas, desprendimento
epitelial, e obstrugdo do fluxo aéreo. Além desta alteracdo histopatologica, os
leucdcitos quando recrutados liberam leucotrienos (produto do metabolismo oxidativo)
e também substancias como metaloproteinases, fatores de crescimento, responsaveis
também pelo remodelamento de matriz extracelular. Os mastocitos e eosinofilos
liberam leucotrienos que sao potentes broncoconstritores e potencializam a migragao
de eosindfilos para as vias aéreas, aumentando ainda mais a hiperresponsividade das
vias aéreas (Vignola et al., 2000; Hendeles et al., 2004; Lemanske; Busse, 2010).

As citocinas estdo envolvidas nos processos de sinalizagdo das células,
crescimento celular, diferenciagdo, proliferacdo, quimiotaxia, imunomodulacdo e
apoptose. Elas se ligam a receptores na superficie celular, mais de 30 citocinas est&o
envolvidas na patologia da asma (Hamid; Tulic, 2009). O linfécito Th2, subclasse dos
linfocitos T, tem papel importante em guiar o processo inflamatério, perpetuam
também o remodelamento, principalmente pelo intermédio das citocinas IL-4, IL-5, IL-
9 e IL-13 (Renauld, 2001). Dentre as citocinas pro-inflamatodrias estdo a IL-1(3, IL-6,
IL-11, TNFa, entre as citocinas anti-inflamatérias estao fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (TGFB) e fator de
crescimento epidérmico (EGF) (Hamid; Tulic, 2009).

1.4 Fisiopatologia da DPOC

Fisiologicamente, o processo inflamatério cronico € uma caracteristica
importante da DPOC, pois a inflamagcdo leva a uma mudanga estrutural e
estreitamento da luz brénquica. A destruicdo dos septos alveolares leva a perda do
acoplamento alveolar e diminui, portanto, a perda do recolhimento elastico, o que
diminui a capacidade das vias aéreas, durante a expiracdo, se manterem abertas
(Barnes et al., 2003).



Apos iniciada a inflamagdo a mesma nao cessa com a interrupgao do fumo,
acometendo as grandes e pequenas vias aéreas e levando a hiperplasia de células
caliciformes e aumento das glandulas mucosas, além de infiltragcdo de neutrofilos,
macroéfagos e linfocitos CD8+ (Barnes et al., 2003; GOLD, 2022). Dos mediadores
inflamatorios, o mais comum é o TNFa que é produzido por macréfagos e também
células do epitélio respiratério, estes mediadores intermediam uma forma de
comunicagdo quimiotatica (Tarantino, 2002).

A destruig¢ao do tecido pulmonar ocorre devido ao desequilibrio de proteinases
e antiproteinases. O tabagismo leva ao aumento do numero de neutréfilos e
macrofagos que liberam enzimas como: catepsinas, elastase neutrofilica, proteinase
3 e metaloproteinases (MMPs). Estas enzimas ndo sédo totalmente inibidas pelas
antiproteinases, o que leva a destrui¢cao das células do parénquima pulmonar (Churg;
Wright, 2005; Macnee, 2015; GOLD, 2022).

No lavado bronquico de pacientes com DPOC, encontram-se macrofagos que
liberam muitos mediadores inflamatorios, como Leucotrieno (LTB4), TNFa, peptideos
quimiotaticos, elastase, catepsinas e MMPs, todos promotores de lesdo pulmonar
(Shapiro et al., 2003). Destes mediadores inflamatorios, temos classes de proteinases,
a serino, cisteino e metaloproteinases, talvez as substancias mais estudadas na
patogénese da DPOC. Da classe serino, existem as proteinases 3, catepsina G e
elastase neutrofilica que sao armazenadas por exemplo por células
polimorfonucleares e mondcitos, estas células sofrem degranulagdo quando induzidas
por mediadores pré-inflamatoérios, consequentemente pode levar a destruicdo do
tecido conectivo pulmonar e produgcdo de muco (Owen; Campbell, 1999). Da classe
cisteino, existem as catepsinas S,B e L, serino-elastase que contribuem para
degradagdo da matriz extracelular mediada por macréfagos. E, por ultimo, as
metaloproteinases (MMP 1, 2, 8 9 e 12), que além de promoverem degradagao do
colageno e elastina, aumentam a expressdo epitelial de MUCS5, envolvidos na
producdo de muco (Churg et al, 2005; Deshmukh, 2005; Owen; Campbell, 1999).

1.5 Remodelamento de matriz extracelular na Asma e DPOC

No tecido pulmonar, a matriz extracelular (MEC) € composta principalmente por
fibras elasticas e colagenas, proteoglicanos, glicoproteinas, metaloproteinases e seus

inibidores. Estes componentes da MEC sao constituintes importantes do tecido



conectivo pulmonar, e sob condigdes inflamatdrias, o desequilibrio entre a injuria do
tecido e o remodelamento do mesmo podem levar a uma alteragdo estrutural e
consequente redugdo da funcionalidade pulmonar (Lazaar; Panettieri, 2003; Suki;
Bates, 2008).

O colageno | e lll, sdo os principais componentes estruturais da parede alveolar
no parénquima pulmonar, as fibras colagenas tipo | tém a caracteristica de serem mais
rigidas que a tipo lll e, a relagao entre elas (subtipo I/lll) determina a resisténcia das
fibras elasticas e sua capacidade de rompimento sob forgas mecanicas (Suki; Bates,
2008). As fibras elasticas sdo compostas por microfibrilas e elastinas, sdo as principais
responsaveis pelo recolhimento elastico dos pulmdes. Estruturalmente, as fibras
elasticas se ligam ao colageno por meio de microfibrilas e proteoglicanos; a
composi¢ao das microfibrilas por é de glicoproteinas, fibrilinas e TGF ligando estas
proteinas. A manutencdo da matriz extracelular tem como principal responsavel o
fibroblasto, este que sob a indu¢do de TGF produz componentes da MEC (lto et al,
2019).

O remodelamento das vias aéreas leva ao espessamento das paredes
brénquicas, e isto acontece devido ao aumento de proteinases de matriz extracelular
nas vias aéreas, que causam fibrose subepitelial, hipertrofia e hiperplasia do musculo
liso, também de glandulas submucosas (Johnson; Knox, 1997).

Na asma, além do processo inflamatério crénico que pode levar a
remodelamento das vias aéreas, Grainge et al. (2011) sugere que as bronco
constrigdes repetidas podem induzir a um estresse no epitélio que levam a mudancgas
estruturais da via aérea.

Nas pessoas com asma, a deposi¢cdo anormal de fibras colagenas, elasticas e
proteina de matriz sdo um dos motivos da alteracdo da matriz extracelular. Observa-
se um espessamento da membrana basal reticular pelo do aumento de colageno tipo
| e lll, tenascina e fibronectina, estas proteinas sédo ativadas pelos miofibroblastos e
causam a fibrose subeptelial. Hd também uma alteracdo da vascularizagdo, com
aumento do numero e tamanho dos vasos sanguineos. E evidenciado aumento em
volume e numero das glandulas mucosas, encontradas também no bronquiolos
periféricos, onde comumente ndo existem, o que leva ao aumento de muco nas vias
aéreas. As alteragbes no musculo liso das vias aéreas ocorrem por hipertrofia e
hiperplasia, além disso pode ocorrer por um aumento da matriz extracelular dentro

das camadas do musculo liso (James; Wenzel, 2007).



Estudos demonstram grande numero de mastocitos nos feixes da musculatura
lisa das vias aéreas pessoas com asma, o que mostra infiltracdo destas células e piora
da funcdo pulmonar. Um importante mediador expresso pelos mastécitos € a triptase,
esta que é uma protease, estimula formacdo de fibroblastos e de células da
musculatura lisa, que pode estimular sintese de colageno tipo | por fibroblastos, estes
principalmente por causa da sinalizagdo de TGFf3 (Akers et al., 2000; Camargo et al.,
2018). As metaloproteinases também desempenham um papel importante no
remodelamento, por degradarem os componentes da MEC, elas s&o inibidas pelos
inibidores tecidual da metaloproteinase (TIMP) que sao produzidas por células
mesenquimais (Murphy et al. 2011).

Na DPOC o desequilibrio entre as proteinases e inibidores de proteinases estao
envolvidos no processo de remodelamento tecidual. A resposta inflamatoria croénica
na DPOC esta relacionada ao aumento no numero de macréfagos, neutroéfilos,
linfocitos T CD4+ e CD8+ e fibroblastos nas vias aéreas, as quais tém um papel
importante na ativagdo de proteinases, como as MMPs. O desequilibrio entre as
MMPs e seus inibidores contribuem com o dano tecidual e algumas das caracteristicas
do remodelamento pulmonar (Vignola et al., 2000; Ito et al., 2019). Acredita-se que as
maiores mudangas nos componentes da MEC, como colageno do subtipo | e lll, e
elastina estdo envolvidas na perda de elasticidade durante a progressao do enfisema
(Ito et al., 2019).

1.6 Estresse Oxidativo na Asma e DPOC

A poluicdo e o tabagismo crénico expdem a arvore brénquica a espécies
reativas de oxigénio (ERO), assim como células inflamatorias ativadas
endogenamente como macrofagos, eosindfilos e neutrdfilos, o que leva ao estresse
oxidativo e injuria do tecido (Barnes, 2017). Este processo desencadeia a produgéo
de outras EROs e peroxidacdo de lipidio e, consequente inflamagao pulmonar
(Rhaman, 2006).

Na asma ha evidéncia de piora do estresse oxidativo demonstrado pelo
aumento de concentragdes de 8-isoprostano (produto do acido aracdénico oxidado) e
aumento de etano (produto da peroxidagao de lipidios) no ar exalado de pacientes
asmaticos. O estresse oxidativo esta relacionado com a gravidade desta doencga, e
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ainda ao aumento da resposta inflamatoria além da reducdo da responsividade da
asma ao uso de corticosteroides (Barnes, 2017).

Na DPOC, o tabagismo é um dos principais fatores de risco, porém mesmo em
ex-tabagistas o estresse oxidativo permanece alto devido producédo enddgena de
células inflamatdrias. Ha redugao de antioxidantes na DPOC, e as EROs ampliam a
resposta inflamatéria pela ativagdo de NF-kappaB, resultando no aumento da
expressdo de genes inflamatérios e proteinases. O estresse oxidativo também
prejudica a fungéo de anti-proteinases como as a1-antitripsina, e acelera a destruicao
de elastina no parénquima pulmonar (Barnes et al., 2015; Barnes, 2017).

O 6xido nitrico (NO) € uma molécula, um radical livre que € capaz de reagir
com outras moléculas como o oxigénio (O2), radicais superéxidos (O2) ou metais de
transicdo, assim formam os compostos reativos nitrogenados, que exercem fungdes
fisioloégicas no corpo humano e também a destruicdo de microrganismos (Ricciardolo,
2003).

O NO é responsavel pela modulagao do ténus brénquico, vascular e exsudacao
plasmatica. O NO é produzido a partir da L-arginina com a acgéo da Oxido Nitrico
Sintase (NOS), esta que apresenta trés isoformas, sendo que duas sao constitutivas
e uma induzida. A forma induzida (iINOS) é estimulada por lipossacarideos bacterianos
ou por citocinas como TNFa, a liberar grandes quantidades de NO em situagdes
patoldgicas, que por sua vez perpetuam processo inflamatoério (Bredt et al.; 1990;
Lamas et al.,1992; Prado et al.; 2005).

O NO esta presente nos processos fisioldgicos, seu papel depende da enzima
responsavel pela sua produgdo. Estudos sugerem que o NO derivado de enzimas
neuronais (NNOS) podem ter beneficios na asma e DPOC por diminuir a contragdo da
musculatura lisa brénquica (Bredt et al., 1990). Prado et al., (2005) relatam um
aumento na expressao de INOS em células linfomononucleares e eosinofilos
presentes nas vias aéreas distais de animais com inflamag¢do pulmonar alérgica
cronica. Além disso, em outro estudo anterior observaram que a isoforma nNOS esta
presente nas células inflamatérias, e nos animais sensibilizados com ovalbumina
encontraram maior numero de células que expressam esta isoforma (Prado et al.,
2003).

A peroxidacdo da membrana lipidica produz isoprostano que sao
prostaglandinas ativas (PG) F2-like. Estas produzidas via peroxidagdo dos acidos
araquidonicos, formam estruturas isométricas, como o 8-iso-PGF2a, este que pode
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atuar na ligacdo dos receptores vascular tromboxane. Um potente oxidante
peroxinitrito € formado pela interacdo do NO e superdxido. A formagao de peroxinitrito
leva a peroxidagédo e gera isoprostanos. Este € considerado a forma predominante
gerada durante a ativagéo via do estresse oxidativo. Hoje o isoprostano, o PGF2q, é
considerado como marcador da injuria oxidante, sdo considerados potentes
constritores do musculo liso, a sua producdo esta associada a alteragdo da
permeabilidade vascular e também edema visto em cobaias, o que potencializa a

obstrucao brénquica (Fukunaga, 1993).
1.7 Sobreposigao Asma-DPOC (ACO)

Asma e DPOC sao amplamente estudadas, entretanto nos ultimos anos tem-
se verificado uma variante dessas doencgas, com caracteristicas que se sobrepde a
ambas, com sintomas clinicos semelhantes aos que se encontram em DPOC, mas
com significativa resposta ao uso de broncodilatadores. Assim esta clinica tem sido
denominada Sobreposigcdo Asma-DPOC (ACO) (Viegi et al., 2007; GINA, 2022).

A hipétese alema, como ficou conhecida, propdée que a DPOC e Asma sao
manifestagdes diferentes do mesmo processo de doenga, ja a hipotese britanica
defende que as duas doengas sao distintas, com processos fisiopatoldgicos diferentes
entre si (Putcha; Wise, 2016).

Segundo a Global Initiative for Asthma (GINA, 2022), o termo ACO tem sido
utilizado para descrever pacientes que tém limitacdo persistente do fluxo aéreo,
juntamente com caracteristicas clinicas comuns a ambas as doengas, asma e DPOC.
Porém nao € uma definicdo de uma unica doenga, mas um termo descritivo para uso
clinico, que abrange diferentes fenotipos refletindo diferentes mecanismos
subjacentes.

Sin et al. (2016) sugeriram alguns critérios para auxiliar na definicdo da ACO.
Como critérios maiores, incluem a limitacéo fixa ao fluxo aéreo, com VEF1/CVF pés
broncodilatador <0,7 ou abaixo do limite inferior de normalidade em individuos com
idade igual ou maior a 40 anos, carga tabagica igual ou maior que 10 magos/ano ou
equivalente exposicao a biomassa e histéria documentada de asma antes dos 40anos
de idade, ou resposta ao uso de broncodilatador (400mcg de salbutamol ou
equivalente) com elevagdo de 400ml no VEF1. E elencados como os critérios

menores, incluem histéria documentada de atopia ou rinite alérgica, resposta ao uso
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de broncodilatador de elevacédo de 200ml e de 12% no FEV1 acima da linha de base
em suas ou mais visitas e contagem de eosinodfilos periféricos ou superior a 300
células/pL.

Apesar das diferentes defini¢des, pacientes com critérios que correspondem a
ACO tém mais sintomas respiratérios, maior comprometimento fisico, pior qualidade
de vida, além de alto risco de exacerbacdes e consequentemente maior numero de
hospitalizagdes (Maselli et al., 2019).

Existem trés caracteristicas clinicas comuns nas doengas obstrutivas
pulmonares: inflamagado das vias aéreas, obstrucdo das vias aéreas e hiper-
reatividade bronquica. Na asma a inflamacgao crbnica é considerada principalmente
por um infiltrado eosinofilico e por células CD4+ (Ling et al., 2016). Por outro lado, na
DPOC é predominante a inflamagao neutrofilica e conduzida por células CD8+ (King
et al., 2015). Porém, existem relatos na literatura que existem pacientes asmaticos
nao-eosinofilicos, e mostraram uma maior resisténcia aos corticosteroides (Pavord et
al, 1999). Ha relatos de tabagistas com diagnodstico de asma com elevagao do numero
de neutrofilos em suas vias aéreas, semelhante a DPOC. Fumar provoca inflamagao
neutrofilica que, por sua vez, promove o aumento da resisténcia aos corticosteroides,
além disso pacientes com DPOC em uso de corticosteroides tém um risco aumentado
de pneumonia (Pouwels et al., 2006; Gafar et al., 2018; Maselli et al., 2019). Por outro
lado, a inflamacgado eosinofilica € comumente observada em pacientes asmaticos e
esta correlacionada com maior reversibilidade da obstru¢éo ao fluxo aéreo quando
administrado corticosteroides. (Wu et al., 2019). Com base nessas semelhangas e
diferengas na definicédo e fisiopatologia da sindrome de sobreposicdo asma-DPOC,

verificam-se necessarias mais investigac¢des cientificas relacionadas a esta doenga.

1.8 Epidemiologia da ACO

Estima-se, por meio de estudos epidemioldgicos, que a prevaléncia de pessoas
diagnosticadas com sobreposigdo asma-DPOC varia entre 9% e 55% daqueles que
tenham um dos diagnosticos de asma ou DPOC, com variagéo de género e idade. Por
falta de definigao clara e sustentada do diagnostico de ACO, a ampla variagao reflete
diferentes critérios utilizados por diferentes pesquisadores (GINA, 2022)

Asma e DPOC diagnosticadas simultaneamente por médicos, segundo GINA

(2022), tem sido relatada entre 15 a 32% em pacientes com um ou outro diagnostico.



13

1.9 Bauhinia bauhinioides Kallikrein Proteinase Inhibitor (BbKIl)

As proteinases estao envolvidas na destruicdo dos componentes de matriz
extracelular e da membrana basal. Assim como atuam nos mecanismos de adeséo e
mobilizacdo celular, controle de apoptose além de ativar outras proteinases.
Participam de processos fisioldgicos, como reparo de tecido, ovulagdo, embriogénese
e menstruagdo, bem como em processos patoldgicos como na destruigdo de tecidos,
promovendo invasao tumoral por metastases, na fibrose, na DPOC, diferentes tipos
de esclerose, etc. (Koks et al., 2000; Amalinei, 2010). Na asma as metaloproteinases
(2,8,9 e 12) e inibidores tecidual de metaloproteinases de matriz (TIMP-1) sdo os
principais envolvidos (Cataldo et al., 2003).

O cigarro e a elastase sdo as mais provaveis causas de destruicdo de tecido
no enfisema. A elastina € degradada pela elastase, tem fungdo importante no
organismo, esta presente em tecidos elasticos como pele, vasos e pulmao, ela
apresenta um papel mecanico e estrutural nestes tecidos (Lee; Downey, 2001;
Shapiro, 2002).

Os inibidores de proteinases, podem ser de origem vegetal ou animal, sdo de
natureza proteica e capazes de produzir complexos com enzimas, sendo assim
capazes de inibir competitivamente as atividades cataliticas (Richardson, 1991). Estes
inibidores de proteinases séo classificados em familias, segundo a sua estrutura
primaria molecular. A Inibigdo pelos inibidores proteicos ocorre por uma ligagao
especifica e restrita ao sitio reativo, pode ser reversivel ou irreversivel (Bode; Huber,
2000). Eles s&o capazes de inibir as enzimas proteoliticas ou aumentar os niveis de
antiproteinases enddgenas e podem contribuir para prevengdo da progressao da
doenga (Barnes; Stockley, 2005). As proteinases sdo moléculas envolvidas em
inumeros processos fisiolégicos, como a proliferagdo e morte celular, replicagao de
DNA, remodelamento celular, hemostasia, cicatrizacdo, na resposta inflamatéria e
imune (Turk, 2006).

Bauhinia € um género de plantas, da subfamilia Caesalpinodeae,
coloquialmente conhecida como pata de vaca, devido ao formato da folha, e pode ser
encontrada nas regides tropicais pelo mundo, como Africa, Asia e América do Sul,

ilustrada na Figura 2. Inibidores de proteinase tém sido isoladas dos géneros,
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particularmente das sementes da espécie Bauhinia bauhinioides, que possuem
calicreinas, e sdo chamadas de Bauhinia bauhinioides kallikrein inhibitor (BbKI)
(Richardson, 1991; Oliva et al., 1999). BbKI & um inibidor tipo Kunitz com uma massa
molecular por volta de 18 kDa e uma inibigdo de constante aparente (Kiap) de 2.4 nM
para calicreina e 33 nM para plasmina (Oliva et al., 1999; Araujo et al, 2005).

O inibidor BbKI € um potente bloqueador de serino proteases, em especial da
calicreina plasmatica (PKa) humana, cuja uma das fun¢des importantes é liberar as
cininas envolvidas na inflamacdo (Bonturi et al., 2022). As calicreinas s&o
glicoproteinas encontradas por exemplo em células glandulares, neutrofilos. Em
humanos, as calicreinas estdo envolvidas em células e tecidos com fungdes
reguladoras especificas, como transporte de ions, regulagdo do fluxo sanguineo por
meio da formagdo de cininas. As calicreinas plasmaticas e/ou teciduais estao
envolvidas diretamente na progressao de tumores por meio do aumento de expresséo
e desregulacao da protedlise (Yousef et al., 2004; Oliva; Sampaio, 2009; Brito et al.,
2014). A inibigado da PKa pelo BbKI provoca uma redugao da liberagao de bradicinina,
pela diminuigdo de disponibilidade de PKa (Oliva et al, 2001).

As proteinases n&o sdo mais somente consideradas proteinas de degradacao
de enzimas, tornaram-se importantes moléculas sinalizadoras envolvidas em varios
processos bioldgicos vitais (Turk, 2006). Portanto diferentes inibidores de proteinases
de origem vegetal tém sido estudados em modelos de asma e também de DPOC.
Martins-Oliveira et al. (2016), mostraram que o tratamento com a proteina BbKI em
um modelo experimental de enfisema induzido por elastase foi capaz de atenuar a
hiperresponsividade pulmonar, a inflamagdo, o remodelamento tecidual e o estresse
oxidativo no pulmdo destes animais. Assim como como outros inibidores de
proteinase, o Enterolobium contortisiliquum (EcTl) e o Bauhinia Bauhinioides
Cruzipain Inhibitor (BbCl), mostraram resultados parecidos em seus usos terapéuticos
em um modelo experimental de enfisema também induzido por elastase (Theodor-
Junior et al., 2017; Almeida-Reis et al., 2017).

Inibidores de proteinases também tém sido estudados em modelos
experimentais de asma. Rodrigues et al. (2019) mostraram que EcTI| atenuou a
hiperresponsividade brénquica, remodelamento e estresse oxidativo em modelo
experimental com camundongos, assim como Bortolozzo et al. (2018) obtiveram
resultados similares quando estudaram o inibidor de peptidase Crataeva tapia bark
(CrataBL) como tratamento para o controle da asma em modelo experimental.
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Frente ao aumento da morbidade e mortalidade de pacientes portadores de
asma e DPOC, que sao associados ao desequilibrio de proteinases e antiproteinases

€ notada a importancia de busca de novas drogas por meio de modelos experimentais.

Figura 2. Bauhinia bauhinioides (Mart): (A) Ramos com vagens; (B) Ramos com flor;
(C) Viséao geral da arvore.

Fonte: Imagens retiradas do trabalho de Silva (2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Estratégias terapéuticas envolvendo inibidores de proteinase tém sido
estudadas para o tratamento da asma e DPOC. O pep-BbKI é um inibidor de tripsina,
quimiotripsina e plasmina, e inibidores de proteinase inibem enzimas proteoliticas ou
aumentam os niveis de antiproteinase enddgena, assim podem contribuir para a
prevengdo da progressdo da ACO (Oliva et al., 2001; Barnes; Stockley, 2005).
Portanto este estudo procura entender a fisiopatologia da sobreposigdo asma-DPOC
(ACO), e também por meio de modelos experimentais a busca de novas estratégias
terapéuticas, como o inibidor de proteinase de origem vegetal chamado pep-BbKI.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos do tratamento com o peptideo derivado da sequéncia
primaria de BbKI em um modelo experimental de ACO, avaliando a mecanica
pulmonar e as alteragdes histopatologicas em vias aéreas e septos alveolares, e

realizar a comparacgao com o tratamento de dexametasona.
3.2 Objetivos especificos

Avaliagdo na mecanica pulmonar:

a) Hiperresponsividade a metacolina;

Avaliagado dos seguintes parametros nas vias aéreas e parénquima pulmonar:

b) Resposta inflamatodria: recrutamento de eosindfilos, neutrdfilos, linfocitos e
macrofagos, expresséao celular de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6), linfocinas
(IL-1B, IL-4, IL-5, IL-13 e IL-17) e citocinas anti-inflamatorias (IFN-y e I1L-10);

c) Avaliagcao de remodelamento da matriz extracelular: fibras colagenas,
TGF-B e expressao celular de MMP-9 e MMP-12;

d) Resposta de estresse oxidativo: medida do NO exalado e expressao
celular de iINOS;

e) Mecanismos envolvidos: expressédo celular do NFkappaB.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Esse estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (CEUA), processo
numero: 1030/2018. Foram utilizados camundongos Balb/c para o modelo
experimental de ACO. Os animais eram do sexo masculino, com idade de sete a oito
semanas e com peso inicial de 25-30g, todos provenientes do Biotério da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e mantidos em um biotério com ciclo claro-
escuro de 12h e foram tratados com agua e ragédo. Os animais receberam cuidados
de acordo com o “Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laborat6rio”, publicado pelo
National Institute of Health (NIH publication 85-23, revisado em 1985). Este trabalho
foi desenvolvido no Laboratorio de Terapia Experimental | (LIM-20) da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo.

4.2 Peptideo sintético BbKI

O peptideo que apresenta a sequéncia do sitio reativo de BbKI, provenientes
da Bauhinia bauhinioides, foi desenhado e sintetizado com base na sequéncia da
proteina de BDbKI, para estabelecer a menor estrutura responsavel pela funcao
inibitéria, e correlacionar a estrutura e especificidade de acdo da proteina. O
peptideo, chamado de peptideo-BbKI (pep-BbKl), cuja sequéncia
€ RPGLPVRFESPL foi sintetizado pela empresa WatsonBio Science,Texas, EUA,
respeitando-se um grau de pureza igual ou superior a 98%, avaliado por cromatografia

de fase reversa.
4.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em oito grupos de acordo com o protocolo que
foram submetidos, com n=8 camundongos Balb/C para cada grupo. Houve perda de
cinco animais, sendo quatro deles no meio do protocolo (um do grupo ACO, dois do
grupo ELA e um do grupo SAL-pep-BbKI) e um animal durante a mecanica pulmonar
(grupo SAL). Abaixo descrevemos 0s grupos experimentais:
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A) Grupo SAL: Instilagbes intraperitoneais e inalagdes com soro fisiologico
0,9% (SF) estéril (n=7);

B) Grupo OVA: Instilagbes intraperitoneais e inalagcbes com solugdo de
ovoalbumina (OVA) (n=8);

C) Grupo ELA: instilag&o intratraqueal de elastase (n=6);

D) Grupo ACO: Instilagbes intraperitoneais e inalagées com solugdo de OVA
e instilagbes intratraqueais de elastase (n=7);

E) Grupo ACO-pep-BbKI: Instilagdes intraperitoneais e inalagbes com solugao
de OVA, instilagao intratraqueais de elastase e tratamento com o pep-BbKI (n=8);

F) Grupo ACO-DX: Instilagbes intraperitoneais e inalagbes com solugéo de
OVA, instilagéo intratraqueal de elastase e tratamento com dexametasona (n=8).

G) Grupo ACO-DX-pep-BbKI: Instilagbes intraperitoneais e inalagbées com
solucao de OVA, instilacio intratraqueal de elastase, tratamento com dexametasona
e tratamento com o pep-BbKI (n=8);

H) Grupo SAL-pep-BbKiI: Instilages intraperitoneais e inalagées com SF0,9%
estéril, e tratamento com o pep-BbKI (n=7);

4.4 Modelo Experimental de Asma

O protocolo de sensibilizagdo e indugdo da inflamagdo pulmonar por
ovoalbumina (OVA) teve duracdo de 28 dias, como mostra a Figura 3. Os
camundongos receberam solugdo de 50mg de ovoalbumina (A-5378, Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) e de 6mg de Hidroxido de Aluminio (Pepsamar, Sanofi-
Synthelabo SA, RJ, Brasil) por via intraperitoneal (IP) nos dias 1 e 14. Nos dias 21,
23, 25 e 27 os animais foram colocados em uma caixa de exposi¢ao de acrilico
acoplada a um nebulizador ultrassonico (US — 1000, ICEL, S&o Paulo, Brasil) e
submetidos a inalagdo de aerossol de OVA diluida em NaCl 0,9% (cloreto de sodio)
na concentragdo de 10mg/mL (1%). O tempo em que os animais ficaram em contato
com o aerossol foi de 30 minutos. Ao mesmo tempo, o Grupo Controle (SAL) recebeu
solucao salina (NaCl 0,9%) e hidroxido de aluminio (6 mg) por via intraperitoneal (IP)
e nos dias dos desafios inalatorios foram expostos ao aerossol de solu¢ao salina 0,9%
por 30 minutos (Toledo et al., 2013).

4.5 Modelo Experimental de Enfisema
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Os camundongos foram anestesiados com isoflurano inalado (Isofurine®
1mL/mL, Cristalia LTDA, Itapira, SP, Brasil) e receberam por via intratraqueal (IT), no
dia 21 do protocolo experimental, a instilagdo de elastase pancreatica porcina (EPP)
(E1250-500mg Elastase from porcine pancreas Type |, > 4 units/mg protein, 41,7ml,
12mg protein/ml; 5 units/mg Protein, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) na dose e
concentragcédo de 25 U EPP/100g de peso corporal dissolvido em 40 yL de solugéo
salina (Ikeda et al., 2014). Todos os animais foram avaliados 7 dias apos a instilacéo

de elastase (Figura 3).

4.6 Modelo Experimental de ACO

Os camundongos deste grupo experimental foram submetidos aos dois
protocolos experimentais anteriormente descritos (modelo de asma e enfisema), com
0 objetivo de causar sobreposicdo das duas doengas, seguindo os protocolos de
doses e datas (Toledo et al., 2013; lkeda et al., 2014).

Portanto, os camundongos receberam solugao de 50 mg de ovalbumina e 6 mg
de Hidréxido de Aluminio por via IP nos dias 1 e 14. Nos dias 21, 23, 25 e 27 os
animais foram colocados em uma caixa de exposi¢cao de acrilico acoplada a um
nebulizador ultrassénico e submetidos a inalagéo de aerossol de OVA diluida em NaCl
0,9% na concentragdo de 10 mg/ml (1%). O tempo em que os animais ficaram em
contato com o aerossol foi de 30 minutos.

No dia 21 do protocolo, os camundongos foram anestesiados com isoflurano
inalatorio e instilada elastase pancreatica porcina (EPP) IT na dose e concentragao
de 25 U EPP/100g de peso corporal dissolvido em 40 pL de solugdo salina.
Exemplificado na Figura 3.

4.7 Tratamento com pep-BbKI

O peptideo BbKI foi administrado na dose de 2 mg/kg por via intraperitoneal
nos dias 22, 23, 25 e 27 do protocolo experimental dos grupos que tinham tratamento,
com inicio uma hora antes de cada administracdo de aerossol com ovalbumina do
protocolo experimental de asma, ou salina no grupo controle. Esta dose de pep-BbKI
foi baseada em estudos prévios de Brito et al. (2014). Protocolo exemplificado na
Figura 3.
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A dexametasona (Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A., S&o Paulo, Brasil) foi

administrada na dose de 5 mg/kg por via intraperitoneal nos dias 22, 23, 25 e 27 do

protocolo experimental dos grupos que tinham tratamento com corticosteroide, com

inicio uma hora antes de cada administragdo de aerossol com ovalbumina no

protocolo experimental de asma. Esta dose foi baseada no estudo de Toledo et al.

(2013). (Figura 3).

Figura 3. Esquema do protocolo dos grupos experimentais. IP, intraperitoneal; IT,
intratraqueal; N, nebulizacao; EPP, elastase pancreatica porcina.

Dia 1 14 21 23 25 27 28
(a) SAL Y 1T 1+ 1 1 [} Mecanica
IP - SAL IP - SAL N N N N pulmonar
SAL
(b) OVA Dial 14 21 23 25 27 28
) [} 1+ 1 1 Y Mecanica
IP-OVA IP - OVA N N N N pulmonar
OVA
(c) ELA Diat 21 28
P Mecanica
IT - EPP pulmonar
Dia1l 14 21 23 25 27 28
(d) ACO Iy 1 Iy 1 1t 1+ Mecénica
IP - OVA IP - OVA IT+N N N N pulmonar
EPP OVA
IP - pep-BbKI
Dia 1 14 21 22 23 25 27 28
(e) ACO-pep-BbKI + T r ry 1 1 Mecénica
IP - OVA IP - OVA IT+N N N N pulmonar
EPP OVA
IP - dexametasona
Dia 1 14 21 22 23 25 27 28
(f) ACO-DX + 1 T Y [y Y Mecanica
IP-OVA IP-OVA IT+N N N N pulmonar
EPP OVA
IP - dexametasona + pep-BbKI
Day 1 14 21 22 23 25 27 28
(g) ACO-DX-pep- r T T T T T Mecanica
BbKI IP - OVA IP - OVA IT +N N N N pulmonar
EPP OVA
IP — pep-BbKI
Dia1l 14 21 22 23 25 27 28
(h) SAL-pep-BbKI < T T T T T, Mecinica
IP - SAL IP - SAL N N N N pulmonar
SAL

Fonte: produgao do proprio autor, 2022.
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4.9 Avaliagio da Hiperresponsividade a Metacolina e Determinagio do Oxido
Nitrico Exalado

Apos 24 horas do término do protocolo experimental, no dia 28 do protocolo,
os animais foram anestesiados com Tiopental (50 mg/kg IP) e traqueostomizados por
meio de uma canula de plastico e fixada com fio pelo orificio da traqueostomia. Os
animais foram conectados a um aparelho de ventilagdo mecéanica para pequenos
animais (FlexiVent, Scireq, Montreal, Canada) e ventilados com volume corrente de
10 mL/kg, em uma frequéncia respiratoria de 150 ciclos/min e curva de fluxo
inspiratorio senoidal.

Quando o animal estava imovel, iniciou-se a coleta de dados. Para a
determinacdo do oxido nitrico (NO), o gas foi coletado por 10 minutos na porgéo
expiratoria do ventilador por meio de um baldo impermeavel ao éxido nitrico (Mylar
Bag, Sievers, Instruments Inc., Boulder, CO, EUA). Apds, os balbes impermeaveis
foram armazenados para posterior analise, por meio de quimioluminescéncia pelo
analisador de resposta rapida (280 NOA- Nitric Oxide Analyzer — Sievers Instruments
Inc., Boulder, CO, EUA).

Apo6s a coleta de NO exalado, os animais foram submetidos a avaliacdo da
mecanica do sistema respiratorio, hiperresponsividade a metacolina. Os valores de
pressdo gerados foram obtidos e a impedancia de via aérea (Pressao/Fluxo) foi
calculada como fungéao das diferentes frequéncias produzidas. Usando uma janela de
sobreposigao de 75% no sinal de 16 segundos, 3 blocos de 8 segundos foram usados
para o calculo dos pardmetros da mecénica oscilatéria, segundo a equagéo:

Z(f)=Raw+i(2trf)law+ [Gtis-i.Htis]/(2T1Tf)a.

Neste modelo, “Z(f)” é a impedancia da via aérea em fungao da frequéncia, “i”
€ a unidade imaginaria (-1.5), “f” € a frequéncia, “law” é a inertancia de vias aéreas,
e a = (2/mr)*arctan(Htis/Gtis ).Os parametros que buscamos para 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). Também foram
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analisadas a Resisténcia do sistema respiratorio (Rrs) e Elastancia do sistema
respiratorio (Ers), estes analisados segundo a equagao de movimento:
Paw = FlowR + VolE + PO

Nesta equacao, “Paw” (cmH20) é a pressao da via aérea, medida na abertura
da via aérea, “Flow” (mL/s) & o fluxo da via aérea, “R” é a Resistencia do Sistema
Respiratério (cmH20.s/mL), “Vol” (mL) é o volume do ar que entra no pulmdo desde o
inicio da inspiragao, “E” (cmH20/mL) é a Elastancia do Sistema Respiratério e “P0”
(cmH20) é a presséo da via aérea no inicio da inspiragao (Bates; Irvin, 2003, Biselli et
al., 2019).

Foi realizada a curva dose resposta a metacolina, contendo 3 doses da droga
3, 30 e 300 mg/mL, no primeiro, segundo e terceiro minutos, afim de avaliar a resposta
broncoconstritora das vias aéreas e parénquima pulmonar, os resultados de tais
medidas foram expressos em porcentagem de aumento em relagdo ao basal para as
variaveis captadas por meio do ventilador mecanico. Apos estes procedimentos, os
animais foram exsanguinados pela artéria aorta e a analise do fluido lavado
broncoalveolar (FLBA) foi realizada. Entdo, os pulmdes foram removidos e fixados em
uma pressdao constante de 20cmH>O por 24h em 4% de formaldeido, para

homogeneizar a distensdo do parénquima pulmonar.

Figura 4. Aparelho de Ventilagdo mecanica para pequenos animais (FlexiVent,
Scireq,Montreal, Canada) e balao imperm‘eével ao oxido nitrico.
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Fonte: Imagem feita pelo préprio autor, no Laboratério Lim-20, 2020.

4.10 Coleta e Analise do Fluido Lavado Broncoalveolar (FLBA)

A coleta do FLBA foi realizada por intermédio da infusdo de 0,5 mL de salina
por trés vezes consecutivas (total volume 1,5mL), pela canula traqueal, com o uso de
uma seringa. O volume recuperado foi centrifugado a 1000 rpm, a 5°C, por 10 minutos,
e média de recuperacao é de 80%. O botao celular é ressuspendido em 200 uL de
salina. A contagem total de células foi realizada por microscopia 6tica com o
hemocitdbmetro de Neubauer (400x). Para a contagem diferencial, 100 yL do FLBA
foram citocentrifugados a 450 rpm por 6 minutos e apds seca a lamina foi corada pela
técnica de Diff-Quick. A contagem diferencial das células é determinada a partir do
achado de 300 leucdcitos/lamina e a diferenciagao seguiu os critérios hemocitologicos
para diferenciagao de neutréfilos, eosinofilos, linfocitos e macréfagos com o auxilio de
um microscopio otico com objetiva de imers&o (1000X) (Fukuzaki et al., 2021). Ao final
da coleta do lavado broncoalveolar, os pulmdes foram removidos em blocos com o

coragao para os estudos morfométricos e analises histolégicas/histoquimicas.
4.11 Estudos morfométricos

Para o estudo histopatolégico, apos a fixagdo com formaldeido 4% a uma
pressao constante, os pulmdes foram mantidos em alcool 70% por até 36 horas, e em
seguida foram cortados em seu maior eixo, e também cortados no eixo transversal,
onde é possivel amostrar a arvore respiratoria da melhor forma, para o processamento
histologico de rotina.

Ap0s a fixagdo, o material foi submetido as técnicas histoldgicas habituais com
parafina, para obtengao de cortes de 4 ym de espessura e fixadas em laminas.

Os cortes das laminas foram desparafinados, rehidratados e tratados com
proteinase K por 20 minutos, a 37°C, seguidos por mais 20 minutos em temperatura
ambiente, e entdo lavados com solugdo tampéo salina (PBS). O bloqueio endégeno
foi realizado por incubagao com peréxido de hidrogénio (H202) trés vezes por 10
minutos.

Para a coloragdo de Picro-Sirius (fibras colagenas), apdés o processo de
desparafinagao descrito anteriormente, as laminas foram coradas por 1 hora no Picro-

Sirius a temperatura ambiente e posteriormente lavada em agua corrente por 5
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minutos. Apds esta etapa, os cortes foram corados pela Hematoxilina de Harris por 6
minutos e posteriormente lavados em agua corrente por 10 minutos.

Nés medimos as fibras colagenas na area total do parénquima pulmonar e em
volta da via aérea,10 a12 campos microscopicos por pulmdo. O calculo foi realizado
por meio de um microscépio 6ptico com auxilio de um analisador de imagem (/mage
ProPlus 4.5 for Windows 98/NT/2000), a medida da densidade optica € o método para
detectar as fibras colagenas. As imagens foram capturadas com uma ampliacéo de
400x por uma camera digital Leica DFC 420 (Leica, Wetzlar, Alemanha) acoplado a
um microscopio Optico DM2500 (Leica). As imagens foram enviadas a outro
computador onde foram processadas pelo programa Qwim Plus (Leica) e a analise foi
realizada pelo Image ProPlus software (NIH). O conteudo do colageno foi expresso
por porcentagem, conforme a relagdo entre a quantidade de colageno no espacgo
especifico e a area total desse espaco (fracdo de volume).

4.12 Analise imunohistoquimica

As laminas também foram preparadas para coloracdo por imunohistoquimica
para avaliar a expresséo celular de interleucina (IL)-1B, IL- 4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
IL-17, Interferon (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-o), metaloproteinase (MMP) 9
e MMP-12, fator de crescimento transformador (TGF-f), 6xido nitrico sintase induzida
(INOS), fator nuclear kappa B (NF-kappaB).

Os procedimentos imunohistoquimicos foram realizados conforme o estudo de
Camargo et al. (2018). Os anticorpos utilizados como marcadores e suas diluicdes séo
mostrados na Tabela 1. A digestdo do antigeno foi realizada em alta temperatura em
uma panela de presséo por 1 minuto utilizando como tampé&o o citrato (pH 6.0). Para
a incubacao com anticorpo primario, eles foram diluidos em solugéo de bovine serum
albumin (BSA) e aplicado a cada tecido na lamina. Ent&o, as laminas foram incubadas
por uma noite em uma camara umida a 4°C por 18-22h. Apds, as laminas foram
lavadas em PBS e incubadas com anticorpo secundario (Vector Laboratories, CA,
EUA) (Tabela 1). Para a visualizagdo das células positivas, as laminas foram lavadas
com PBS e as proteinas foram visualizadas utilizando cromogeno diaminobenzidina
(DAB) 70 mg DAB em 110 mL de Tris-HCI (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
e contracorados com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha), por

ultimo as laminas foram montadas com resina microscopica.
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Tabela 1. Marcadores imunohistoquimicos, diluicdo final e especificagdes dos

anticorpos.
Especificagoes dos Ty Anticorpos Especificagdes dos anticorpos
HEIEEE IS anticorpos primarios DD secundarios secundarios
. . L: ZG0715, Vector; Vectastain Elite
IL-1B SCé§2t01ﬁ, Li A071C?A’\ Sljaégruz 1:50 anti-camundongo ABC Kit Peroxidase (Mouse IgG),
iotechnology, CA, . CA, USA.
. . L: ZF0206,Vector; Vectastain Elite
IL-4 Scéfoiggﬁhél'o‘”S?Asaasiruz 1:8000 anti-camundongo ABC Kit Peroxidase (Mouse IgG),
9y, LA, LOA. CA, USA.
. . L: ZF0206, Vector; Vectastain Elite
IL-5 80-839533?14’ II"F16g& Sljgp(\)ruz 1:300 anti-camundongo ABC Kit Peroxidase (Mouse IgG),
iotechnology, CA, . CA, USA.
LS-C746886, L: 144178; L- ZF0103. Vector- Vectastin Elit
. . : , Vector; Vectastin Elite
IL-6 L SBio. WA USA 1:200 anti-coelho ABC Kit (Rabbit IgG), CA, USA.
io, , .
. L: ZF0206, Vector; Vectastain Elite
IL-10 Bi ‘?C-h84:?8’ StggrLlJJZSA 1:50 anti-camundongo ABC Kit Peroxidase (Mouse IgG),
iotechnology, CA, . CA, USA.
. . L: ZF0206, Vector; Vectastain Elite
IL-13 SC-Biigfei(Sr‘Srl,olfc.)G'I?éSA, Sdgfruz 1:8000 anti-camundongo ABC Kit Peroxidase (Mouse IgG),
9y, LA, LOA. CA, USA.
SC-7927, L:A3113; Sta Cruz . . L: ZF0103, Vector; Vectastin Elite
IL-17 Biotechnology, CA, USA. 1:100 anti-coelho ABC Kit (Rabbit IgG), CA, USA.
SC-8308, L:B2811; Sta Cruz . . L: ZF0103, Vector; Vectastin Elite
IFN-y Biotechnology, CA, USA. 1:100 anti-coelho ABC Kit (Rabbit IgG), CA, USA.
. . L: ZF0206, Vector; Vectastain Elite
TNF a SCB'?OZtZi'gI’,];‘oJZA'?Asaasiruz 1:5000 anti-camundongo ABC Kit Peroxidase (Mouse 1gG),
9y, LA, LOA. CA, USA.
. . L: ZF0206, Vector; Vectastain Elite
MMP-9 8%3?38:9’ It.m 1§Asffsiruz 1:800 anti-camundongo ABC Kit Peroxidase (Mouse 1gG),
iotechnology, CA, . CA, USA.
SC-30072, L:B1910; Sta Cruz . . L: ZF0103, Vector; Vectastin Elite
MMP-12 Biotechnology, CA, USA. 1:400 anti-coelho ABC Kit (Rabbit IgG), CA, USA.
. . L: ZF0206, Vector; Vectastain Elite
TGF 8 chig?sfr?r;(l_llvozé% lSthpE)ruz 1:700 anti-camundongo ABC Kit Peroxidase (Mouse IgG),
9y, LA, LOA. CA, USA.
iNOS RB-9242-P, L: 9242P709C; 1: 150 anti-coelho L: ZF0103, Vector; Vectastin Elite
Thermo Fisher Scientific, UK. ’ ABC Kit (Rabbit 1IgG), CA, USA.
. . L: ZF0206,Vector; Vectastain Elite
NF-KappaB SC-8008, L:B1119; Sta Cruz 1:700 anti-camundongo ABC Kit Peroxidase (Mouse 1gG),

Biotechnology, CA, USA.

CA, USA.

Nota: IL, interleucina; IFN, Interferon; TNF, fator de necrose tumoral; MMP, metaloproteinase; TGF 3,
fator de crescimento transformador; iNOS, 6xido nitrico sintase induzida; NFKappaB, fator nuclear

KappaB.

Para a analise morfométrica dos marcadores inflamatérios, de estresse

oxidativo e remodelamento foi utilizada a técnica de contagem de pontos (Weibel,

2010) com o reticulo de 100 pontos e 50 retas acoplado a ocular do microscopio optico

(E200Mv, Nikon Corporation, Toquio Japdo). A leitura e analise das vias aéreas foi

realizada em quatro campos ao redor de trés vias aéreas por animal e para o

parénquima pulmonar foi realizada a analise de dez campos pulmonares aleatérios.

A contagem do numero de células positivas foi realizada contando-se o numero de

células positivas presentes na area do reticulo pelo numero de pontos do reticulo que
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caem na area do tecido e, assim, realizando uma proporcao de células positivas por
area de tecido. A area total do reticulo € de 10*um?, as andlises sdo realizadas em
aumento x1000, e o resultado expresso em células positivas/10*um?2. (Theodoro-
Junior et al., 2017).

4.13 Avaliacao do Intercepto Linear Médio (Lm)

Para a quantificagdo do LM foi utilizada a técnica de pontos (Weibel, 2010). O
LM determina o indice do diametro médio dos espacgos aéreos distais, permitindo
indicar o grau de distensdo alveolar (Margraf et al., 1991). Foi feita a contagem de
interseccdes entre o parénquima pulmonar e as retas do reticulo em quinze campos
distintos, para cada animal, no parénquima pulmonar, em aumento de 200x, em
laminas coradas com hematoxilina e eosina. O Lm foi calculado usando a equacéo:
Lm = 2500 ym / numero de vezes que houve intersecg¢ao da reta e o septo alveolar
(Taguchi et al., 2015). O reticulo com area conhecida de 50 retas e 100 pontos foi

acoplado no microscopio 6tico (E200Mv, Nikon Corporation, Téquio, Japao).
4.14 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SigmaPlot® versao
11.0 (Systat Software, SPSS Inc., EUA). Foi utilizada a analise unidirecional de
varancia o teste One Way ANOVA seguido pelo método Holm-Sidak para comparagéo
entre os grupos. Para a comparagéo entre os grupos controles SAL e SAL-pep-BbKI
foi utilizado o teste t de student. Os dados paramétricos foram expressos na forma de
meédia e erro padrao e o grafico na forma de barras. Foi considerado estatisticamente

significativo um p<0.05 para todas as analises.



28

5 RESULTADOS
5.1 Efeitos do peptideo BbKI nos animais naive

Os resultados dos grupos SAL e SAL-pep-BbKI ndo apresentaram diferenca
entre si nas avaliagdes (p>0,05). Os dados de média e erro padrdo para comparagao
entre os grupos SAL e SAL-pep-BbKI sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Comparacao dos resultados da hiperresponsividade a metacolina, fluido do
lavado broncoalveolar, marcadores inflamatorios, remodelamento tecidual, marcadores
do estresse oxidativo e fator de transcricdo, nas vias aéreas e septos alveolares, dos
grupos controles SAL e SAL-pep-BbKI

Hiperresponsividade a metacolina (%) SAL SAL-pep-BbKI p* | Marcadores inflamatérios (células/10°ym?) SAL SAL-pep-BbKI p*
%Rrs 113,7£14,8  161,0£14,3 0,125 [IL-1B - Vias Aéreas 0,4+0,1 0,5+0,1 0,407
%Ers 77,3+7,5 52,748,7 0,110 (IL-1B - Septos alveolares 0,2+0,1 0,4+0,1 0,476
%Raw 96,4+16,2 159,6+35,9 0,106 (IL-4 - Vias Aéreas 1,5£0,5 2,5+0,7 0,306
%Htis 39,045,6 25,1+2,8 0,137 (IL-4 - Septos alveolares 1,740,3 1,8+0,4 0,940
%Gtis 54,4+9,9 85,2+13,6 0,091 |IL-5 - Vias Aéreas 1,740,2 1,240,3 0,220

Lavado Broncoalveolar (x10* células/mL) SAL  SAL-pep-BbKI  p* [IL-5 - Septos alveolares 1,240,2 0,8+0,2 0,150
Células Totais 0,8+0,1 0,7+0,1 0,745 [IL-6 - Vias Aéreas 0,7+0,4 0,8+0,1 0,838
Eosinofilos 0,2+0,05 0,1+0,03 0,221 (IL-6 - Septos alveolares 0,410,1 0,4+0,1 0,927
Macroéfagos 0,2+0,03 0,1+0,03 0,343 [IL-10 - Vias Aéreas 2,1+0.2 2,0£0,2 0,701
Neutréfilos 0,10,02 0,1£0,03 0,410 |IL-10 - Septos alveolares 3,2+0,3 2,4+0,3 0,084
Linfocitos 0,2+0,05 0,1+0,02 0,141 [IL-13 - Vias Aéreas 1,74£0,2 1,940,3 0,768

Marcadores de remodelamento SAL SAL-pep-BbKI p* [IL-13 - Septos alveolares 2,6+0,4 2,0+0,3 0,262
MMP-9 - Vias Aéreas (células/10*um?) 0,240,03 0,340,1 0,256 (IL-17 - Vias Aéreas 2,1+0,2 1,6+0,2 0,138
MMP-9 - Septos alveolares (células/10*um?) 0,5+0,1 0,30,1 0,088 (IL-17 - Septos alveolares 1,540,2 1,0£0,2 0,135
MMP-12 - Vias Aéreas (células/10*um?) 1,3+0,2 1,1£0,2 0,498 [IFN-y - Vias Aéreas 0,740,2 0,4+0,1 0,125
MMP-12 - Septos alveolares (células/10*ym?) 0,4+0,1 0,5+0,1 0,728 |IFN-y - Septos alveolares 0,7+0,2 0,5+0,1 0,370
TGF-B - Vias Aéreas (células/10*uym?) 0,8+0,3 0,8+0,1 0,854 [TNF-a - Vias Aéreas 1,7+0,4 3,240,9 0,077
TGF-B - Septos alveolares (células/10‘um?) 0,1%0,07 0,240,1 0,361 | TNF-a - Septos alveolares 1,302 2,0£0,2 0,060
Fibras colagenas - Vias Aéreas (%) 1,620,4 2,1%0,5 0,553 Marcadores de estresse oxidativo SAL SAL-pep-BbKIl p*
Fibras colagenas - Septos alveolares (%) 2,4%0,2 2,7+0,2 0,432 |iNOS - Vias Aéreas (células/10*um?) 3,3+ 0,5 2,1+ 0,2 0,067

Fator de transcrigdo (células/10°um?) SAL  SAL-pep-BbKI p* |iNOS - Septos alveolares (células/10‘ym?) 2,604 2804 0,751
NF-Kappa-B - Vias Aéreas 0,4+0,1 1,0+0,2 0,343 |Oxido nitrico exalado (ppb) 12,321 18,5+0,3 0,069
NF-Kappa-B - Septos alveolares 0,240,1 0,3+0,1 0,509

Nota: Rrs, resisténcia do sistema respiratério; Ers, elastancia do sistema respiratério; Raw, resisténcia
das vias aéreas; Htis, elastancia do tecido pulmonar; Gtis, resisténcia do tecido pulmonar; IL,
interleucina; IFN, Interferon; TNF, fator de necrose tumoral; MMP, metaloproteinase; TGF B, fator de
crescimento transformador; iINOS, 6xido nitrico sintase induzida; NFKappaB, fator nuclear KappaB.
*Valor de p.

Portanto, utilizaremos como grupo controle nas comparagdées com 0s animais
dos grupos OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI apenas

um controle, o grupo SAL, e assim facilitar a visualizagao nos graficos.
5.2 Hiperresponsividade a Metacolina

5.2.1 Resisténcia do Sistema Respiratoério (Rrs)

A Figura 5 mostra a avaliagdo da porcentagem maxima de aumento da Rrs
(%Rrs) apo6s teste com metacolina nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKiI,
ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI. Houve aumento da %Rrs nos grupos OVA e ACO
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comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). Observamos
também aumento da %Rrs no grupo ACO quando comparado aos grupos OVA e ELA
(p<0,05 para ambas as comparagdes). Além disso, houve reversao total da %Rrs nos
grupos ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI pois foram diferentes do grupo
ACO (p<0,05 para todas as comparagdes) e semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para

todas as comparagoes).

Figura 5. Porcentagem maxima de aumento da Rrs apds desafio com metacolina dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 quando comparado ao grupo OVA; **p<0,05
quando comparado aos grupos OVA e ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.
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5.2.2 Elastancia do Sistema Respiratoério (Ers)

A Figura 6 demonstra a avaliagdo da porcentagem maxima de aumento da Ers
(%Ers) apoés metacolina nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX,
ACO-DX-pep-BbKI. Houve aumento da %Ers no grupo OVA comparado ao grupo SAL
(p<0,05), e houve redugao da %Ers nos grupos ELA e ACO comparados aos grupos
SAL e OVA (p<0,05 para todas as comparagodes). A resposta de ELA e ACO nao foram
diferentes. O grupo tratamento ACO-DX-pep-BbKI nao foi diferente do grupo ACO
(p>0,05). Os grupos ACO-pep-BbKIl e ACO-DX reverteram totalmente as alteragbes
da %Ers pois foram diferentes do grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes)

e semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para ambas as comparagdes).

Figura 6. Porcentagem maxima de aumento da Ers apos desafio com metacolina dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; +p<0,05 quando comparado aos grupos OVA e SAL;
#p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.



31

5.2.3 Resisténcia das Vias Aéreas (Raw)

A Figura 7 demonstra a avaliagdo da porcentagem maxima de aumento apos
metacolina da Raw (%Raw) nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-
DX, ACO-DX-pep-BbKI. Houve aumento da %Raw nos grupos OVA, ELA e ACO,
quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO
foi superior ao grupo ELA (p<0,05). Houve reversao total das alteragbes da %Raw nos
grupos tratamento ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI pois foram diferentes
do grupo ACO (p<0,05) e semelhantes ao grupo SAL (p>0,05).

Figura 7. Porcentagem maxima de aumento da Raw apods desafio com metacolina dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.
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5.2.4 Resisténcia do Tecido Pulmonar (Gtis)

A Figura 8 demonstra a avaliagao da porcentagem maxima de aumento da Gtis
(%Gtis) apos metacolina nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX,
ACO-DX-pep-BbKI. Houve aumento da %Gtis nos grupos OVA e grupo ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). Observamos
aumento da %Gtis no grupo ACO quando comparado aos grupos OVA e ELA (p<0,05
para ambas as comparagdes). Além disso, houve uma reversao total da alteragédo da
%Gtis nos grupos tratamento ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI pois
foram diferentes do grupo ACO (p<0,05 para todas comparagdes) e semelhantes ao

grupo SAL (p>0,05 para todas as comparagoes).

Figura 8. Porcentagem maxima de aumento da Gtis apds desafio com metacolina dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 quando comparado ao grupo OVA,; **p<0,05
quando comparado aos grupos OVA e ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.
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5.2.5 Elastancia do Tecido Pulmonar (Htis)

A Figura 9 demonstra a avaliagdo da porcentagem maxima de aumento apds
metacolina da Htis nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-
DX-pep-BbKI. Observamos que os grupos ELA e ACO nao foram diferentes do grupo
SAL (p>0,05 para todas as comparagdes). Houve aumento da %Hytis no grupo OVA
comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve uma diminui¢ao da %Htis nos grupos ELA
e ACO quando comparados ao grupo OVA (p<0,05 para todas as comparacgdes). Os
grupos tratamento ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI ndo foram
diferentes dos grupo SAL e ACO (p>0,05 para todas as comparagodes).

Figura 9. Porcentagem maxima de aumento da Htis apds desafio com metacolina dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKl, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 quando comparado ao grupo OVA.
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5.3 Fluido do Lavado Broncoalveolar (FLBA)

5.3.1 Células Totais

A Figura 10 demonstra a contagem de células totais presentes no fluido do
lavado broncoalveolar nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX,
ACO-DX-pep-BbKI. Houve aumento da quantidade de células totais nos grupos OVA,
ELA e ACO quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagoes).
Houve também aumento de células totais no grupo ACO quando comparado aos grupos
OVA e ELA (p<0,05 para todas as comparagdes). Houve atenuagéo na alteragdo do
numero de ceélulas totais nos grupos tratamentos ACO-pep-BbKI e ACO-DX-pep-BbKI
comparados ao grupo ACO (p<0,05 ambas as comparagdes), visto que estes grupos
foram diferentes de SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO-DX
apresentou reversao total das alteragdes pois foi diferente do grupo ACO (p<0,05), e

foi semelhante ao grupo SAL (p>0,05).

Figura 10. Numero de células totais (x10* células/mL) no fluido do lavado
broncoalveolar dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-
pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; **p<0,05 quando comparado aos grupos OVA e ELA;
#p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.
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5.3.2 Eosinéfilos

A Figura 11 demonstra a contagem de eosindfilos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-
pep-BbKIl. Houve aumento dos eosindfilos no grupo OVA e ACO quando comparados
ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). Houve aumento no grupo ACO
quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Houve atenuacgao da alteragdo do numero
de eosindfilos no grupo ACO-pep-BbKI em comparagéo ao grupo ACO (p<0,05), pois
foi diferente de SAL (p<0,05). Os grupos ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI reverteram
totalmente as alteragdes comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as
comparagdes), visto que foram semelhantes ao grupo SAL (p>0,05) para todas as
comparagdes). Encontramos diferengca entre dois grupos tratamento, ACO-DX

mostrou menor numero de eosindfilos comparado a ACO-pep-BbKI e (p<0,05).

Figura 11. Numero de eosindfilos (x10* células/mL) no fluido do lavado broncoalveolar
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.

12 ¢
*
10} I
- *
» % 8 '|'
28
S
cg °© *
wn © $
o<
w o 4 #
-
%3 ++ T
= #
2 T # f
Ny fo) 4 e, 4c 4
U bq 644 Co O*pe O‘O* CO“O
0~e

Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO; $p<0,05
quando comparado ao grupo ACO-DX.
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5.3.3 Linfécitos

A Figura 12 demonstra a contagem de linfocitos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-
pep-BbKIl. Houve aumento de linfécitos nos grupos OVA, ELA, ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO né&o
foi diferente dos grupos OVA e ELA (p>0,05 para ambas as comparagdes). Ndo houve
diferenga do grupo ACO-pep-BbKI comparado ao grupo ACO (p>0,05), mas foi
diferente do grupo SAL (p<0,05). Houve reverséo total da alteracdo do numero de
linfocitos nos grupos ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI quando comparados ao grupo
ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), pois foram semelhantes ao grupo SAL

(p>0,05 para ambas as comparagoes).

Figura 12. Numero de linfocitos (10* células/mL) no fluido do lavado broncoalveolar
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL. #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.
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5.3.4 Macrofagos

A Figura 13 demonstra a contagem de macréfagos presentes no fluido do
lavado broncoalveolar nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX,
ACO-DX-pep-BbKI. Houve aumento na contagem de macréfagos nos grupos OVA,
ELA e ACO quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes).
O grupo ACO apresentou aumento do numero de macréfagos comparado ao grupo
OVA (p<0,05). Nos grupos ACO-pep-BbKI e ACO-DX-pep-BbKI houve atenuagao da
alteragao do numero de macréfagos comparado ao grupo ACO (p<0,05 para ambas
as comparagdes), pois foram diferentes do grupo SAL (p<0,05 para todas as
comparagdes). O grupo ACO-DX reverteu totalmente as alteragbes pois foi diferente
do grupo ACO (p<0,05) e semelhante ao grupo SAL (p>0,05).

Figura 13. Numero de macréfagos (x10% células/mL) no fluido do lavado
broncoalveolar dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-
pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; **p<0,05 quando comparado ao grupo OVA.; #p<0,05
quando comparado ao grupo ACO.
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5.3.5 Neutroéfilos

A Figura 14 demonstra a contagem de neutrofilos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-
pep-BbKIl. Houve aumento de neutréfilos nos grupos OVA, ELA e ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO
mostrou maior contagem de neutréfilos em comparacéo ao grupo OVA (p<0,05). Nos
grupos ACO-pep-BbKI e ACO-DX houve reversao total das alteragbes de neutrofilos
em comparagao ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes) pois foram
semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO-DX-
pep-BbKI apresentou atenuagdo do numero de neutrofilos comparado ao grupo ACO
(p<0,05), pois também foi diferente do grupo SAL (p<0,05 para ambas as
comparagdes).

Figura 14. Numero de neutrofilos (x10* células/mL) no fluido do lavado broncoalveolar
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.

12 ¢
10 F
)
m% 8r
2
[
5 o ++
Q<
ZS 4F * T
x * T *
I # #
2 # T

Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 quando comparado ao grupo OVA; #p<0,05
quando comparado ao grupo ACO.
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5.4 Intercepto Linear Médio (Lm)

Na Figura 15 temos a avaliagédo do Intercepto Linear Médio (Lm) nos grupos
SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI. Observamos
aumento do Lm no grupo ELA e ACO quando comparados com o grupo SAL (p<0,05
para todas as comparagdes). O grupo ACO é diferente de OVA e ELA (p<0,05). O Lm
nos grupos tratados, ACO-pep-BbKI e ACO-DX reverteram totalmente as alteragbes
quando comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), pois foram
semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para ambas as comparagdes). O grupo ACO-DX-
pep-BbKI atenuou as alteragdes comparado a ACO (p<0,05), pois foi diferente de SAL
(p<0,05). Entre os grupos tratados houve diferenga, os grupos ACO-pep-BbKIl e ACO-
DX-pep-BbKI apresentaram menor destruicdo do septo alveolar quando comparados
ao grupo ACO-DX (p<0,05 para ambas as comparagdes).

Figura 15. Grafico dos valores do intercepto de Lm (um) dos grupos SAL, OVA, ELA,
ACO, ACO-pep-BbKl, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI; *p<0,05 comparado ao grupo
SAL.
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Nota: **p<0,05 comparado ao grupo OVA e ELA; #p<0,05 comparado ao grupo ACO; $p<0,05 quando
comparado ao grupo ACO-DX.
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5.5 Marcadores Inflamatérios Imunohistoquimicos

5.5.1 Avaliacao do numero de células positivas para IL-18 nas vias aéreas

A Figura 16 demonstra a contagem de ceélulas positivas para IL-1p nas vias
aéreas dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKIl, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI. Foi observado aumento destas células positivas nos grupos OVA e ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para ambas as comparagdes). O grupo ACO
apresentou maior expressao de IL-13 em relagdo aos grupos OVA e ELA (p<0,05 para
ambas as comparagdes). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-
pep-BbKI atenuaram as alteragées do numero de células positivas quando comparados
ao grupo ACO (p<0,05 para todas as comparagdes), pois foram diferentes do grupo
SAL (p<0,05 para todas as comparag¢des). O grupo ACO-DX apresentou maior
atenuacgao na contagem de células positivas para IL-13 do que ACO-pep-BbKI (p<0,05).

Figura 16. Nimero de células positivas para IL-1B (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA,; **p<0,05 comparado ao
grupo OVA e ELA; #p<0,05 comparado ao grupo ACO; $p<0,05 comparado ao grupo ACO-DX.
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5.5.2 Avaliagao do numero de células positivas para IL-1p nos septos

alveolares

A Figura 17 demonstra a contagem de células positivas para IL-13 nos septos
alveolares dos grupos experimentais. Observamos aumento destas células positivas
nos grupos OVA e ACO quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para ambas as
comparagdes). O grupo ACO apresentou maior expressao de IL-13 em relagdo aos
grupos OVA e ELA (p<0,05 para ambas as comparagdes). Os grupos tratamento ACO-
pep-BbKl e ACO-DX-pep-BbKIl atenuaram as alteragbes em numero de células
positivas quando comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagodes),
pois foram diferentes do grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo com
tratamento com corticosteroide ACO-DX reverteu totalmente as alteragbes para IL-13

comparado ao grupo ACO (p<0,05), pois foi semelhante ao grupo SAL (p>0,05).

Figura 17. Numero de células positivas para IL-1B (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA,; **p<0,05 comparado ao
grupo OVA e ELA,; #p<0,05 comparado ao grupo ACO.
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5.5.3 Avaliagao do numero de células positivas para IL-4 nas vias aéreas

A Figura 18 demonstra a contagem de células positivas para IL-4 nas vias
aéreas nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos aumento destas células positivas nos grupos OVA e ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para ambas as comparagdes). A contagem no grupo
ACO foi superior comparado ao grupo ELA (p<0,05). Os grupos tratados ACO-pep-
BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI ndo foram diferentes do grupo ACO (p>0,05 para
todas as comparagdes), e foram diferentes do grupo SAL (p<0,05 para todas as
comparagdes).

Figura 18. Numero de células positivas para IL-4 (células/10*um?) nas vias aéreas dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA,; #p<0,05 quando
comparado ao grupo ACO.
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5.5.4 Avaliagcao do numero de células positivas para IL-4 nos septos

alveolares

A Figura 19 demonstra a contagem de células positivas para IL-4 nos septos
alveolares nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Houve aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). Os grupos OVA e ELA
foram diferentes do grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), onde OVA
expressou mais células positivas do que ACO, e ELA menor expressao destas células
do que ACO. Os grupos tratamento ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI ndo
foram diferentes quando comparados ao grupo ACO (p>0,05 para todas as

comparacgdes), e foram diferentes do grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagoes).

Figura 19. Numero de células positivas para IL-4 (células/10*um?) nos septos

alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA,; **p<0,05 quando
comparado aos grupos OVA e ELA.
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5.5.5 Avaliagao do numero de células positivas para IL-5 nas vias aéreas

A Figura 20 demonstra a contagem de células positivas para IL-5 nas vias
aéreas nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO
quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO
apresentou menor expressao de células positivas para IL-5 do que o grupo OVA
(p<0,05), porém maior expressdo destas células do que o grupo ELA (p<0,05). Os
grupos tratamento que contém o inibidor, ACO-pep-BbKl e ACO-DX-pep-BbKI
reverteram totalmente as alteragcbes do numero de células positivas quando
comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), pois ndo foram
diferentes de SAL (p>0,05 para ambas as comparagdes). O grupo ACO-DX atenuou as
alteracdes destas células com diminui¢cao de células positivas para IL-5 comparado ao
grupo ACO (p<0,05), visto que este grupo foi diferente de SAL (p<0,05). Entre os grupos
tratamento, ACO-pep-BbKI e ACO-DX-pep-BbKI foram diferentes do grupo ACO-DX
(p<0,05 para todas as comparagoes).

Figura 20. Numero de células positivas para IL-5 (células/10*um?) nas vias aéreas dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA,; **p<0,05 quando
comparado aos grupos OVA e ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO; $p<0,05 quando
comparado ao grupo ACO-DX.
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5.5.6 Avaliacao do numero de células positivas para IL-5 nos septos
alveolares

Na Figura 21 temos a contagem de células positivas para IL-5 nos septos
alveolares nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Houve um aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO
quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas comparagdes). ACO foi maior
que OVA e ELA (p<0,05 para ambas as comapragdes) na expressao de ceélulas
positivas para IL-5. Os grupos tratamento ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI reverteram totalmente as alteragdes em numero de células positivas quando
comparados ao grupo ACO (p<0,05 para todas as comparagdes), pois foram
semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para todas as comparagoes).

Figura 21. Numero de células positivas para IL-5 (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA,; **p<0,05 quando
comparado aos grupos OVA e ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.
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5.5.7. Avaliagao do numero de células positivas para IL-6 nas vias aéreas

A figura 22 mostra a avaliagdo do numero de células positivas para IL-6 nas

vias aéreas dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-

pep-BbKIl. Observamos aumento na expressao destas células em todos os grupos

OVA, ELA e ACO comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas comparagdes). O

grupo ACO apresentou maior expressado de IL-6 em comparagdo ao grupo ELA

(p<0,05). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI

atenuaram as alteracdes destas células positivas para IL-6 quando comparados ao

grupo ACO (p<0,05 para todas comparagdes), pois foram diferentes do grupo SAL
(p<0,05 para todas comparagoes).

Figura 22. Nimero de células positivas para IL-6 (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA; #p<0,05 comparado ao
grupo ACO.



47

5.5.8. Avaliagcao do numero de células positivas para IL-6 nos septos
alveolares
A figura 23 mostra a avaliagdo do numero de células positivas para IL-6 nos
septos alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKl, ACO-DX e ACO-
DX-pep-BbKI. Observamos aumento destas células nos grupos OVA, ELA e ACO em
relagéo ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO apresentou
maior contagem de células positivas para IL-6 em comparagao aos grupos OVA e ELA
(p<0,05 para ambas as comparagdes). Os grupos tratados com corticosteroide, ACO-
DX e ACO-DX-pep-BbKI reverteram totalmente as alteragdes de células positivas para
IL-6 quando comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), pois
foram semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para ambas as comparagdes). O grupo
ACO-pep-BbKI atenuou estas alteragdes quando comparado ao grupo ACO (p<0,05),
pois este grupo foi diferente de SAL (p<0,05). Na comparagdo entre os grupos
tratamento, ACO-pep-BbKI apresentou maior positividade para IL-6 quando
comparado aos grupos ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKl (p<0,05 para todas as
comparagdes).
Figura 23. Numero de células positivas para IL-6 (células/10*um?) nos septos

alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; **p<0,05 comparado ao grupo OVA e ELA; #p<0,05 comparado
ao grupo ACO; $$p<0,05 comparado ao grupo ACO-pep-BbKI.
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5.5.9 Avaliacao do numero de células positivas para IL-10 nas vias aéreas
A Figura 24 demonstra a contagem de células positivas para IL-10 nas vias
aéreas nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos um aumento da expressao destas células positivas nos grupos
OVA, ELA e ACO quando comparados ao grupo controle SAL (p<0,05 para todas
comparacgdes). O grupo ACO foi superior em células positivas para IL-10 quando
comparado ao grupo OVA (p<0,05). Os grupos tratados com inibidor de proteinase,
ACO-pep-BbKI e ACO-DX-pep-BbKI mostraram resposta com reversao total das
alteragdes na contagem de células positivas para IL-10 quando comparados ao grupo
ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), visto que foram semelhantes ao grupo
SAL (p>0,05). O grupo ACO-DX néo foi diferente de ACO (p>0,05), e foi diferente de
SAL (p<0,05). Os grupos ACO-pep-BbKl e ACO-DX-pep-BbKI foram diferentes do
grupo ACO-DX (p<0,05 para ambas as comparagbes) com menor contagem de
células positivas para 1I-10.

Figura 24. Numero de células positivas para IL-10 (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKi.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA; #p<0,05 quando
comparado ao grupo ACO; $p<0,05 quando comparado ao grupo ACO-DX.
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5.5.10 Avaliacao do numero de células positivas para IL-10 nos septos
alveolares
A Figura 25 demonstra a contagem de células positivas para IL-10 nos septos
alveolares nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-
pep-BbKI. Houve um aumento da destas células positivas para IL-10 nos grupos OVA,
ELA e ACO quando comparados ao grupo controle SAL (p<0,05 para todas as
comparagdes). O grupo ACO foi maior em células positivas para IL-10 quando
comparado ao grupo OVA (p<0,05). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKI, ACO-DX
e ACO-DX-pep-BbKI reverteram totalmente as alteragbes na contagem de células
positivas para IL-10 quando comparados aos grupos ACO (p<0,05 para todas as
comparagdes). Entre os grupos tratamento, o grupo ACO-pep-BbKI mostrou maior
diminuicdo em células positivas para IL-10 do que os grupos que continham
corticosteroide no tratamento ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI (p<0,05 para ambas as
comparagdes).

Figura 25. Numero de células positivas para IL-10 (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA; #p<0,05 quando
comparado ao grupo ACO; $$p<0,05 quando comparado ao grupo ACO-pep-BbKI.
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5.5.11 Avaliagao do numero de células positivas para IL-13 nas vias aéreas

A Figura 26 demonstra a contagem de células positivas para IL-13 nas vias
aéreas nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO
quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ELA
apresentou menor expressao de células positivas para IL-13 do que os grupos OVA e
ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKI,
ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKIl atenuaram as alteragées em numero de células positivas
quando comparados ao grupo ACO (p<0,05 para todas as comparagdes), visto que
foram diferentes do grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo
tratamento ACO-DX apresentou maior positividade para IL-13 do que o grupo tratado

em associagao do inibidor e corticosteroide ACO-DX-pep-BbKI (p<0,05).

Figura 26. Numero de células positivas para IL-13 (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA,; #p<0,05 quando
comparado ao grupo ACO; $p<0,05 quando comparado ao grupo ACO-DX.
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5.5.12 Avaliacao do numero de células positivas para IL-13 nos septos

alveolares

A Figura 27 demonstra a contagem de células positivas para IL-13 nos septos
alveolares nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO
quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO
apresentou maior expressao de IL-13 do que os grupos OVA e ELA (p<0,05 para ambas
as comparagdes). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKlI e ACO-DX-pep-BbKI
atenuaram as alteragdes em numero de células positivas para IL-13 quando
comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), pois 0s dois grupos
foram diferentes de SAL (p<0,05 para ambas as comparagdes). O grupo tratado com
corticosteroide ACO-DX reverteu totalmente as alteragcbes em comparagéo ao grupo
ACO (p<0,05), visto que foi semelhante ao grupo SAL (p>0,05).

Figura 27. Numero de células positivas para IL-13 (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA,; **p<0,05 quando
comparado ao grupo OVA e ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.
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5.5.13 Avaliagao do numero de células positivas para IL-17 nas vias aéreas

A Figura 28 demonstra a contagem de células positivas para IL-17 nas vias
aéreas nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO
quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas comparagdes). O grupo ACO
apresentou maior expressao de células positivas para IL-17 do que o grupo OVA
(p<0,05). O grupo tratado com peptideo inibidor de proteinase ACO-pep-BbKI reverteu
totalmente as alteragdes em numero de células positivas quando comparados ao grupo
ACO (p<0,05), pois foi semelhante ao grupo SAL (p>0,05). Os grupos tratados com
dexametasona ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI atenuaram as alteragbes quando
comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), visto que foram
diferentes do grupo SAL (p<0,05 para ambas as comparagdes).

Figura 28. Numero de células positivas para IL-17 (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; +p<0,05 comparado aos grupos SAL e OVA; #p<0,05
quando comparado ao grupo ACO.
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5.5.14 Avaliacao do numero de células positivas para IL-17 nos septos

alveolares

A Figura 29 demonstra a contagem de células positivas para IL-17 nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Houve aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO
apresentou maior expressao de células positivas para IL-17 do que o grupo OVA
(p<0,05). O grupo tratamento ACO-pep-BbKI reverteu totalmente as alteragbes em
numero de células positivas para IL-17 quando comparados ao grupo ACO (p<0,05),
pois foi semelhante ao SAL (p>0,05). Os grupos tratados com corticosteroide ACO-DX
e ACO-DX-pep-BbKI atenuaram as alteragbes em comparagéo ao grupo ACO (p<0,05
para ambas as comparagdes), pois foram diferentes do grupo SAL (p<0,05 para ambas
as comparacgdes). Os grupos tratados com pep-BbKI tiveram maior diminuicdo de
células positivas para IL-17 do que o grupo tratado com corticosteroide apenas (ACO-
DX) (p<0,05 para ambas as comparagdes).

Figura 29. Numero de células positivas para IL-17 (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; +p<0,05 comparado aos grupos SAL e OVA; #p<0,05
guando comparado ao grupo ACO; $p<0,05 quando comparado ao grupo ACO-DX.
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5.5.15 Avaliagao do numero de células positivas para IFN-y nas vias aéreas

A Figura 30 demonstra a contagem de células positivas para IFN-y nas vias
aéreas dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Foi observado aumento destas células positivas nos grupos ELA e ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para ambas as comparagdes). O grupo ACO
apresentou maior expressao de IFN-y em relagédo aos grupos OVA e ELA (p<0,05 para
ambas as comparagdes). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKI e ACO-DX reverteram
totalmente as alteragbes em numero de células positivas para IFN-y quando
comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), pois estes dois
grupos néao foram diferentes de SAL (p>0,05 para ambas as comparagdes). O grupo
ACO-DX-pep-BbKI atenuou as alteragbes comparado ao grupo ACO (p<0,05), visto
que foi diferente do grupo SAL (p<0,05). Na comparagao entre os grupos tratamentos,
ACO-DX mostrou menor contagem de células positivas para IFN-y do que ACO-pep-

BbKI e ACO-DX-pep-BbKIl (p<0,05 para ambas as comparagdes).

Figura 30. Nimero de células positivas para IFN-y (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; **p<0,05 comparado ao grupo OVA e ELA; #p<0,05 comparado
ao grupo ACO; $p<0,05 comparado ao grupo ACO-DX.
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5.5.16 Avaliacao do numero de células positivas para IFN-y nos septos

alveolares

A Figura 31 demonstra a contagem de células positivas para INF-y nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO
quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). Os grupos
tratamento ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI reverteram totalmente as
alteragdes em numero de células positivas para INF-y quando comparados ao grupo
ACO (p<0,05 para todas as comparagdes), visto que estes grupos foram semelhantes
ao grupo SAL (p>0,05 para todas as comparagdes).

Figura 31. Numero de células positivas para IFN-y (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI;
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Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; #p<0,05 comparado ao grupo ACO.
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5.5.17 Avaliagao do numero de células positivas para TNF-a nas vias aéreas

A figura 32 demonstra a contagem de células positivas para TNF-a nas vias
aéreas nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos que os grupos OVA, ELA e ACO apresentaram maior numero
destes células positivas comparadas ao grupo SAL (p<0,05 para todas as
comparagdes). O grupo ACO néo foi diferente de OVA e ELA (p>0,05 para ambas as
comparagdes). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI
nao foram diferentes do grupo ACO (p>0,05 para todas as comparagdes). O grupo
ACO-pep-BbKI apresentou menor contagem de células positivas para TNF-a do que os
grupo ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI (p<0,05 para ambas as comparagodes).

Figura 32. Numero de células positivas para TNF-a (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; $$p<0,05 quando comparado ao grupo ACO-pep-BbKI.
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5.5.18 Avaliagcao do numero de células positivas para TNF-a nos septos

alveolares

Na figura 33 encontramos a contagem de células positivas para TNF-a nos
septos alveolares nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-
DX-pep-BbKI. Observamos aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e
ACO, quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo
ACO foi superior ao grupo OVA na expresséo de TNF-a (p<0,05). Houve reversao total
das alteragdes do numero de células positivas para TNF-a no grupo tratamento ACO-
pep-BbKIl quando comparado ao grupo ACO (p<0,05), visto que foi semelhante ao
grupo SAL (p>0,05). Os grupos ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKIl atenuaram estas
alteragdes comparado ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), pois foram
diferentes de SAL (p<0,05 para ambas as comparagdes). Entre os grupos tratamento,
0 grupo que recebeu apenas o inibidor de proteinase ACO-pep-BbKI mostrou maior
diminui¢cao da expressao de TNF-a em relagdo aos grupos tratados com corticosteroide
ACO-DX e ACO-DX-BbKI (p<0,05 para ambas as comparagoes).

Figura 33. Numero de células positivas para TNF-a (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO; $$p<0,05
quando comparado ao grupo ACO-pep-BbKI.
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5.6 Marcadores de Remodelamento de Matriz Extracelular
5.6.1 Avaliagcao do numero de células positivas para MMP-9 nas vias aéreas

A Figura 34 demonstra a contagem de células positivas para MMP-9 nas vias
aéreas nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Houve aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA, ACO, quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas comparagdes). O grupo ACO apresentou
maior expressao de ceélulas positivas para MMP-9 em relagdo aos grupos OVA e ELA
(p<0,05 para ambas as comparagdes). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKI, ACO-DX
e ACO-DX-pep-BbKIl atenuaram as alteragbes no numero de células positivas para
MMP-9 quando comparado ao grupo ACO (p<0,05 para todas as comparagdes), visto
que estes grupos foram diferentes do grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagoes).
O grupo tratado em associagdo de dexametasona e o peptideo BbKI mostrou menor
expressdo de MMP-9 comparado ao grupo tratado apenas com o corticosteroide
(p<0,05 para ambas as comparagodes).

Figura 34. Numero de células positivas para MMP-9 (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; **p<0,05 quando comparado aos grupos OVA e ELA,;
#p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.
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5.6.2 Avaliacao do numero de células positivas para MMP-9 nos septos
alveolares

A Figura 35 demonstra a contagem de células positivas para MMP-9 nos septos
alveolares nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Houve aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO
apresentou maior expressao em células positivas para MMP-9 em relagado aos grupos
OVA e ELA (p<0,05 para ambas as comparagdes). Todos os grupos tratamento ACO-
pep-BbKl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI atenuaram as alteragcbes no numero de
células positivas em comparagao ao grupo ACO (p<0,05 para todas as comparagodes),
pois foram diferentes do grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo
tratado em associacdo de dexametasona e o peptideo BbKI mostrou menor expressao
de MMP-9 comparado ao grupo tratado apenas com o corticosteroide (p<0,05 para
ambas as comparagodes).

Figura 35. Numero de células positivas para MMP-9 (células/10*um?) nos septos alveolares
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; **p<0,05 quando comparado aos grupos OVA e ELA,;
#p<0,05 quando comparado ao grupo ACO; $p<0,05 quando comparado ao grupo ACO-DX.
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5.6.3 Avaliacao do numero de células positivas para MMP-12 nas vias aéreas

A Figura 36 demonstra a contagem de células positivas para MMP-12 nas vias
aéreas dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos aumento destas células positivas no grupo ACO quando comparado
ao grupo SAL (p<0,05). O grupo ACO apresentou maior expressao de MMP-12 em
relagdo aos grupos OVA e ELA (p<0,05 para ambas as comparagdes). Os grupos
tratamento ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI reverteram totalmente as
alteragdes em numero de células positivas quando comparados ao grupo ACO (p<0,05
para todas as comparagdes), pois foram semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para todas
as comparacgoes). Na comparacgéo entre os grupos tratamentos, ACO-DX e ACO-DX-
pep-BbKIl mostraram menor contagem de células positivas para MMP-12 do que ACO-

pep-BbKI (p<0,05 para ambas as comparagdes).

Figura 36. Numero de células positivas para MMP-12 (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; **p<0,05 comparado ao grupo OVA e ELA; #p<0,05 comparado
ao grupo ACO; $$p<0,05 comparado ao grupo ACO-pep-BbKI.
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5.6.4 Avaliagao do numero de células positivas para MMP-12 nos septos

alveolares

A Figura 37 demonstra a contagem de células positivas para MMP-12 nos
septos alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-
DX-pep-BbKI. Observamos aumento destas células positivas nos grupos ELA e ACO
quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para ambas as comparagdes). O grupo
ACO apresentou maior expressdao de MMP-12 em relagdo aos grupos OVA e ELA
(p<0,05 para ambas as comparagdes). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKI e ACO-
DX atenuaram as alteragbes em numero de células positivas para MMP-12 quando
comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), pois foram
diferentes do grupo SAL (p<0,05 para ambas as comparagdes). O grupo tratado com
corticosteroide e o peptideo inibidor de proteinase (ACO-DX-pep-BbKIl) reverteu
totalmente as alteragdes de células positivas quando comparados ao grupo ACO
(p<0,05), pois foi semelhante ao grupo SAL (p>0,05). Assim como ACO-DX-pep-BbKI
mostrou menor contagem em células positivas para MMP-12 do que os grupos ACO-
pep-BbKl e ACO-DX (p<0,05 para ambas as comparagoes).

Figura 37. Numero de células positivas para MMP-12 (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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5.6.5 Avaliacao do numero de células positivas para TGF-f§ nas vias aéreas

A figura 38 mostra a avaliacdo do numero de células positivas TGF- nas vias
aéreas dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Observamos aumento destas células nos grupos experimentais OVA e ACO
quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para ambas as comparagdes). O grupo
ACO apresentou maior contagem de células positivas para TGF-§ em comparagao ao
grupo ELA (p<0,05). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKI e ACO-DX atenuaram as
alteragdes com diminuigdo de TGF-3 comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas
as comparagodes), visto que estes grupos tratamento foram diferentes de SAL
(p<0,05). O grupo ACO-DX-pep-BbKI reverteu totalmente as alteragdes comparado
ao grupo ACO (p<0,05), pois foi semelhante ao grupo SAL (p>0,05). ACO-DX-pep-
BbKI mostrou menor positividade destas células em comparagéo ao grupo ACO-pep-
BbKI (p<0,05).

Figura 38. Numero de células positivas para TGF-p (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI;
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5.6.6 Avaliacao do numero de células positivas para TGF- nos septos
alveolares

A figura 39 mostra a avaliagdo do numero de células positivas para TGF- nos
septos alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKl, ACO-DX e ACO-
DX-pep-BbKI. Observamos aumento destas células nos grupos experimentais OVA,
ELA e ACO quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes).
O grupo ACO apresentou maior contagem de células positivas para TGF-f em
comparacgao aos grupos OVA e ELA (p<0,05 para ambas as comparagdes). Os grupos
tratamento ACO-pep-BbKlI e ACO-DX-pep-BbKI atenuaram as alteragdes na
expressdo de TGF-f comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as
comparacgdes), pois foram diferentes do grupo SAL (p<0,05 para ambas as
comparagdes). O grupo ACO-DX reverteu totalmente as alteragbes das células
positivas para TGF-p comparado ao grupo ACO (p<0,05), visto que foi semelhante ao
grupo SAL (p>0,05). Entre os grupos tratamento, o grupo ACO-DX mostrou menor
contagem destas células em comparagéo ao grupo ACO-pep-BbKIl e ACO-DX-pep-
BbKI (p<0,05 para todas as comparagoes).

Figura 39. Numero de células positivas para TGF-B (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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5.6.7 Avaliacao da porcentagem de fibras colagenas nas vias aéreas

A figura 40 mostra a avaliagdo das fibras colagenas nas vias aéreas dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI.
Observamos aumento nos grupos OVA e ACO em relagéo ao grupo SAL (p<0,05 para
ambas as comparagdes). O grupo ACO foi diferente do grupo ELA (p<0,05). Os grupos
tratamento ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI reverteram totalmente as
alteragdes de fibras colagenas comparados ao grupo ACO (p<0,05 para todas as
comparagdes), visto que os grupos tratados foram semelhantes ao grupo SAL (p>0,05
para todas as comparagdes).

Figura 40. Valores em porcentagem de fibras colagenas (%) nas vias aéreas dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA; #p<0,05 comparado ao
grupo ACO.
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5.6.8 Avaliacao da porcentagem de fibras colagenas nos septos alveolares

A figura 41 mostra a avaliagéo das fibras colagenas nos septos alveolares dos
grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI.
Observamos aumento do grupo OVA e ACO em relagéo ao grupo SAL (p<0,05 para
ambas as comparagdes). O grupo ACO apresentou aumento da porcentagem de
fibras colagenas comparado ao grupo ELA (p<0,05), e foi menor comparado ao grupo
OVA (p<0,05). Os grupos tratamento que contém o inibidor de protease como ACO-
pep-BbKl e ACO-DX-pep-BbKI reverteram totalmente as alteragdes de fibras
colagenas comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as comparagdes), pois
estes grupos tratados foram semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para ambas as
comparagdes). O grupo ACO-DX atenuou as alteragdes de fibras colagenas quando
comparado ao grupo ACO (p<0,05), visto que foi diferente do grupo SAL (p<0,05). O
grupo tratado com dexametasona apenas mostrou menor atenuag¢ao das alteragdes
de fibras colagenas quando comparado aos grupos tratados que contém o peptideo
BbKI (p<0,05 para ambas as comparagdes).

Figura 41. Valores em porcentagem de fibras colagenas (%) nos septos alveolares
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA,; **p<0,05 comparado ao
grupo OVA e ELA; #p<0,05 comparado ao grupo ACO; $p<0,05 comparado ao grupo ACO-DX.
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5.7 Marcadores do Estresse Oxidativo
5.7.1 Avaliagao do numero de células positivas para iNOS nas vias aéreas

A figura 42 demonstra a contagem de células positivas para iINOS nas vias
aéreas nos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Houve aumento destas células positivas nos grupos OVA, ELA e ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO
apresentou menor positividade para iNOS quando comparado ao grupo ELA (p<0,05).
Houve reversao total das alteracbes em numero de células positivas para INOS nos
grupos tratados ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI quando comparados ao
grupo ACO (p<0,05 para todas as comparagdes), pois foram semelhantes ao grupo
SAL (p>0,05 para todas as comparagdes). A associagdo entre os tratamentos com
corticosteroide e o inibidor de proteinase BbKI mostrou reducdo na positividade de
INOS em comparagéo ao grupo comparado ao tratamento com BbKI somente (p<0,05).

Figura 42. Numero de células positivas para iNOS (células/10*um?) nas vias aéreas
dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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5.7.2 Avaliagao do numero de células positivas para iNOS nos septos alveolares

Na figura 43 observamos a contagem de células positivas para iINOS nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI. Houve diferenga no numero destas células nos grupos OVA, ELA e ACO quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). O grupo ACO-pep-
BbKI atenuou as alteragdes no numero de células positivas para INOS em comparagao
ao grupo ACO (p<0,05), pois foi diferente do grupo SAL (p<0,05). Os grupos tratamento
ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI reverteram totalmente as alteragcdes destas células
positivas para iINOS quando comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as
comparagdes), visto que foram semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para ambas as
comparagdes).

Figura 43. Numero de células positivas para iNOS (células/10*um?) nos septos
alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-
pep-BbKI.

30

25

R
g
(7]
oW
& 20}
o
w S
O &= 15}
25 ©
- oW * *
29 *
o 10}
LX) L rrr] o+
=) #
‘Q # #
(3] 5 T

Nota: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao grupo ACO.
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5.7.3 Medida do Oxido Nitrico Exalado (NOex)

A Figura 44 mostra a avaliagdo da medida de oxido nitrico exalado nos grupos
SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI. Houve aumento
do éxido nitrico exalado nos grupos OVA, ELA e ACO quando comparados ao grupo
SAL (p<0,05 para todas as comparagdes). Houve reverséo total das alteragbes de
NOex dos grupos tratamento ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI quando
comparados ao grupo ACO (p<0,05 para todas as comparagdes), pois todos foram
semelhantes ao grupo SAL (p>0,05 para todas as comparagoes).

Figura 44. Valores de 6xido nitrico exalado (ppb) dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO,
ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-BbKI.
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5.8 Fator de transcrigao

5.8.1. Avaliagcao do numero de células positivas para NF-KappaB nas vias aéreas
A figura 45 mostra a avaliagdo do numero de células positivas para NF-KappaB
nas vias aéreas dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-
DX-pep-BbKI. Observamos aumento destas células nos grupos OVA, ELAe ACO em
relagdo ao grupo SAL (p<0,05 para todas as comparagodes). O grupo ACO foi diferente
dos grupos OVA e ELA (p<0,05 para ambas as comparagdes). Os grupos tratamento
ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI atenuaram as alteragcbes de células
positivas para NF-kappaB comparados ao grupo ACO (p<0,05 para ambas as
comparacgdes), visto que todos foram diferentes do grupo SAL (p<0,05). Os grupos
ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKlI mostraram menor expressdo de NF-KappaB
comparado ao ACO-pep-BbKI (p<0,05 para ambas as comparagdes).
Figura 45. Nimero de células positivas para NF-KappaB (células/10*um?) nas vias

aéreas dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.

30

25|

&
€
<
o
m T @ 20f
(3] mw
Q ®© <
S 2.0
C =L 15} *
X 0 g
o #
L ol ++
o> 10} * . * . * *
©
= T T # $$ $$
‘O 5t
3 -

# #
Y 1]
-5‘4( o, 4 & q 400 400 400“0* 4co~0*
L. ~
8y, g
by 0,
e"/r/

Nota: *p<0,05 comparado ao grupo SAL; ++p<0,05 comparado ao grupo OVA; #p<0,05 comparado ao
grupo ACO; $$p<0,05 comparado ao grupo ACO-pep-BbKiI.



70

5.8.2 Avaliacao do numero de células positivas para NF-KappaB nos septos
alveolares

A figura 46 mostra a avaliagdo do numero de células positivas para NF-KappaB
nos septos alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX,
ACO-DX-pep-BbKI. Observamos aumento destas células nos grupos experimentais
OVA, ELA e ACO quando comparados ao grupo SAL (p<0,05 para todas as
comparagdes). O grupo ACO foi diferente dos grupos OVA e ELA (p<0,05 para ambas
as comparagoes). Os grupos tratamento ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-
BbKI atenuaram as alteragdes de células positivas para NF-kappaB comparados ao
grupo ACO (p<0,05 para todas as comparagdes), visto que todos foram diferentes de
SAL (p<0,05 para todas comparagdes). O grupo ACO-DX-pep-BbKI mostrou menor
expressao de NF-KappaB em comparagao ao grupo ACO-pep-BbKI (p<0,05).
Figura 46. Numero de células positivas para NF-KappaB (células/10*um?) nos septos

alveolares dos grupos SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX, ACO-DX-pep-
BbKI.
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5.9 Analise qualitativa

As figuras 47 e 48 mostram imagens representativas dos marcadores
inflamatdrios, marcadores de remodelamento tecidual, estresse oxidativo e fator de
transcricdo, representadas por células positivas para IL-5, MMP-12, iINOS e NF-

kappaB, nas vias aéreas (figura 47) e no parénquima pulmonar (figura 48).
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Figura 47. Analise qualitativa do marcador inflamatério (IL-5), marcador de
remodelamento (MMP-12), estresse oxidativo (iINOS) e fator de transcrigdo (NF-
kappaB). Fotos microscépicas dos resultados das analises imunohistoquimicas
mostrando a presenca de inflamacgao ao redor das vias aéreas. Ampliagcao de 400x.
Os grupos experimentais sao SAL, OVA, ELA, ACO, ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-
DX-pep-Bbkl.
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Figura 48. Analise qualitativa dos marcadores inflamatorios, marcadores de
remodelamento, estresse oxidativo e fator de transcricdo. Fotos microscépicas dos
resultados das analises imunohistoquimicas mostrando a presenca de inflamagao no
parénquima pulmonar. Ampliagdo de 400x. Os grupos experimentais sdo SAL, OVA,
ELA, ACO, ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliados os efeitos do peptideo inibidor de protease
Bauhunia Bauhunioides kallikrein inhibitor (BbKI) em um modelo experimental de
sobreposi¢cao asma-DPOC. Esta sobreposicao tem se tornado mais prevalente e os
pacientes ainda nao tém respondido favoravelmente as terapéuticas para ACO
existentes. Até o presente momento, neste estudo, os animais sensibilizados e
expostos ao protocolo descrito e tratados, com o inibidor BbKI e/ou dexametasona
(ACO-pep-BbKI, ACO-DX-pep-BbKl e ACO-DX), apresentaram atenuagdo da
hiperresponsividade a metacolina, nos parametros que foram avaliados relacionados
a resposta inflamatoria, estresse oxidativo, redugdo do remodelamento de matriz
extracelular e de NF-kappaB, nas vias aéreas e dos septos alveolares. Além disso, os
tratamentos estdo se mostrando efetivos no controle da lesao do septo alveolar.

O uso de inibidores de proteinase foram associados ao controle inflamatério e
oxidativo, e alguns estudos ja mostraram melhorias em muitos aspectos da inflamacgéao
pulmonar, estresse oxidativo e remodelamento de matri extracelular em modelos
experimentais de enfisema induzido por elastase pancreatica e modelo inflamatério
alérgico pulmonar sensibilizado com ovalbumina (Almeida-Reis et al., 2017,
Bortolozzo et al., 2018, Florencio et al. 2019, Martins-Oliveira et al., 2016, Theodoro-
Junior et al., 2017).

Modelos de enfisema ou asma em camundongos sao mais comuns que
modelos experimentais para a sobreposi¢ao asma-DPOC (ACO). Neste estudo, nosso
modelo de ACO foi modificado de lkeda et al. (2014). Nosso estudo mostrou aumento
alveolar do tecido pulmonar, inflamagdo e remodelamento em camundongos
sensibilizados com ovalbumina e enfisema induzido por elastase pancreatica,
constituindo em um interessante modelo de pesquisa para possiveis estratégias
terapéuticas para sobreposi¢cao asma-DPOC.

Alguns de nossos dados sao similares ao estudo de lkeda et al. (2014), onde
os autores usaram um modelo combinado de ovalbumina e elastase, sensibilizando
camundongos com ovalbumina intraperitoneal e inalatoria, mais instilacdo de elastase
intratraqueal (OVA/OVA/PPE), e eles mostraram um aumento na hiperresponsividade
das vias aéreas no desafio com metacolina e na complacéncia. No entanto, eles ndo
avaliaram Raw, Htis e Gtis, utilizados para descrever as propriedades viscoelaticas

dos sistema respiratério e resisténcia do tecido pulmonar.
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Nossos resultados demonstraram que o tratamento com peptideo BbKI tanto
guanto a dexametasona reduziram a hiperresponsividade a metacolina avaliada pela
resisténcia do sistema respiratorio (Rrs), resisténcia das via aéreas (Raw) e
resisténcia do tecido pulmonar (Gtis), mostrando a agc&o broncodilatadora do BbKI
com diminuicdo da resisténcia do tecido sem diferenca na comparacido entre os
tratamentos. NOs observamos também que o grupo tratamento ACO-pep-BbKI
reverteu totalmente as alteragbes na elastancia do sistema respiratorio (Ers)
observadas no grupo ACO e tornou-se similar ao grupo controle (SAL), sugerindo
atenuacdo na destruicdo do parénquima e melhora no recolhimento elastico. Os
demais tratamentos ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKIl ndo foram diferentes de ACO,
porém se igualaram ao grupo SAL.

Alguns estudos de enfisema induzido por elastase corroboram com nossos
achados. Martins-Oliveira et al. (2016) encontraram redugdo na Raw e Rrs no
tratamento com BbKI, assim como outros estudos utilizando inibidores de proteinase,
como a Crataeva tapia Bark Lectin (CrataBL), Bauhinia bauhinioides cruzipain
proteinase inhibitor (BbCl), e Enterolobium contortisiliquum (EcTl) que mostraram boa
resposta na redugao de Raw, porém nenhuma diferenca na analise de Rrs e Gtis
(Almeida-Reis et al., 2017, Oliva et al., 2015, Theodoro-Junior et al., 2017). Estudos
em modelo experimental de asma também encontraram resultados similares aos
nossos, utilizando tratamentos com inibidores de proteinase como CrataBL, EcTIl e
Boophilus microplus trypsin inhibitor (rBmTI-A), eles encontraram redug¢do na Rrs e
Ers (Bortolozzo et al., 2018, Florencio et al. 2019, Rodrigues et al., 2019).

Contudo, autores tém observado diferentes efeitos na mecéanica pulmonar em
modelos induzidos por elastase quando avaliadas a elastancia do sistema respiratorio
(Ers) e elastancia do tecido pulmonar (Htis). Estudos anteriores com animais que
receberam elastase intratraqueal mostraram um aumento na Ers e Hitis, e eles
encontraram reducido destes parametros apos o tratamento com os inibidores de
serino proteinase como BbKI, CrataBL, BbCIl and EcTIl (Almeida-Reis et al., 2017,
Martins-Oliveira et al.,2016, Oliva et al., 2015, Theodoro-Junior et al., 2017). E
possivel que uma explicagao para esses diferentes resultados em nosso estudo, com
reducdo de Ers e Htis nos grupos ELA e ACO, seja o tempo entre o dia de
administragao intratraqueal de elastase e o dia da mecénica pulmonar. Em nosso
estudo este intervalo de tempo foi de 7 dias e os estudos citados anteriormente foram
de 28 dias. O tempo para ocorrer o remodelamento tecidual em nosso estudo foi mais
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curto, com maior lesdo tecidual pela elastase, menos tempo para recrutamento de
fibras colagenas e, portanto, uma diminuicdo na Ers e Htis para os grupos de
emphysema e o grupo com sobreposi¢ao (ACO).

Ito et al. (2004 e 2005) estudaram camundongos que receberam elastase por
nebulizacdo e instilagdo direta, dois diferentes estudos, e eles observaram uma
diminuicdo na elastancia do sistema respiratorio (Ers). Os autores reportaram que,
depois do tratamento com elastase, a Ers diminuiu mesmo com um aumento de
aproximadamente 50% no total de fibras colagenas no pulméo, implicando em uma
anormalidade na fun¢do do colageno. Eles ainda sugeriram que o remodelamento
anormal do colageno é o maior determinante da fungédo pulmonar e forgas mecanicas
associadas com o enfisema.

A despeito destes diferentes resultados, Scuri et al. (2000) mostraram que a
elastase causa um aumento na producdo de bradicinina pela ativagao de calicreina
tecidual, causando broncoconstricdo pelo aumento da resisténcia e elastancia
pulmonar. Estes autores mostraram que essa resposta n&o € revertida pelo tratamento
com antagonista histaminico, mas foi efetivamente bloqueado por antagonistas do
receptor de bradicinina B2, portanto sugerem participacéo do sistema calicreina-cinina
no processo. Em nosso estudo, nés mostramos que o peptideo BbKI melhora a fungéo
pulmonar, igualando a elastancia do grupo ACO-pep-BbKI ao grupo controle (SAL). O
BbKI, por sua vez, bloqueia a atividade de calicreina plasmatica humana e em rato,
tripsina, quimiotripsina e plasmina, e € o unico inibidor isolado de plantas que inibe a
atividade de calicreina tecidual (Brito et al., 2014).

Em relagdo ao processo inflamatério avaliado pelo fluido do lavado
broncoalveolar, n6s encontramos um significante declinio no numero de células totais,
macrofagos, neutrofilos e eosindfilos nos grupos ACO-pep-BbKl e ACO-DX em
comparacgao ao grupo ACO, indicando um importante papel do inibidor de proteinase
BbKI na atenuagao do processo inflamatorio. O grupo tratado dexametasona mostrou
reversao total das alteragdes destas células inflamatorias citadas, pois igualou-se ao
grupo controle (SAL). Contudo, as alteragdes de linfocitos foram revertidas pelo
tratamento com dexametasona mas ndo com o tratamento com peptideo BbKI
somente. Na comparagao entre os grupos tratados ndés pudemos observar que a
dexametasona teve uma melhor resposta na diminuicdo da contagem de eosinofilos
comparado ao grupo tratado com BbKI, um importante efeito do corticosteroide na
melhora da resposta inflamatéria.
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Estes resultados séo similares ao reportado por Martins-Oliveira et al. (2016),
em um modelo de enfisema, utilizaram tratamento com BbKI, e mostraram redugao
nas constagens de células totais, neutrdéfilos, eosindfilos e macrofagos no FLBA. Em
contrapartida, eles encontraram diminuigdo no numero de linfocitos, mas eles
analisaram apenas o modelo de enfisema e nosso estudo avaliou a sobreposi¢cao de
asma-DPOC. Outros estudos com inibidores de proteinase mostraram diminui¢gao no
numero de células inflamatorias no LFBA. CrataBL (inibidor de preoteinase que inibe
tripsina) foi utilizada em um estudo com modelo de asma, os autores mostraram
reducdo em células totais, macréfagos e linfécitos, outro estudo com o mesmo
tratamento mas agora em modelo de enfisema, encontraram diminuicdo de
neutrofilos, linfécitos e eosinofilos (Bortolozzo et al., 2018, Oliva et al., 2015). Almeida-
Reis et al. (2017) mostraram reducdo no numero de células totais e neutrdfilos,
utilizando como tratamento o BbCI (proveniente dos inibidores de plantas da familia
Kunitz) em um modelo de enfisema induzido por elastase. Este resultado é similar ao
encontrado por Neuhof et al. (2003) em um modelo de edema pulmonar causado por
ativacdo de neutréfilos, onde o BbCI inibidor de elastase diminuiu a formacéo de
edema.

Florencio et al. (2019) e Lourenco et al. (2014) estudaram outro inibidor de
serino proteinase, a Boophilus microplus trypsin inhibitor (rBmTI-A), o primeiro autor
em um modelo experimental de asma observou a reducdo na concentracido de
eosindfilos, mas nao houve reducgédo de linfocitos. O segundo autor estudou este
inibidor de proteinase em um modelo experimental de enfisema e eles encontraram
reducdo na contagem de macrofagos, mas nenhuma redugdo para contagem de
linfocitos também.

Nés encontramos uma diminuigdo importante do alargamento alveolar nos
grupos tratamento em nosso estudo, os grupos ACO-pep-BbKI e ACO-DX-pep-BbKI
mostraram uma melhor atenuacdo do intercepto linear médio (Lm) do que o grupo
tratado apenas com dexametasona. Esse resultado sugere que o tratamento com
peptideo BbKI diminuiu a lesdo do parénquima. O Lm é a medida do espaco médio
entre as paredes alveolares opostas, e o enfisema € caracterizado pela destruicdo da
parede alveolar (GOLD, 2022). Muitos estudos com inibidores de proteinase
corroboram com nossos achados, com a diminuigdo da medida do Lm posteriormente
aos seus tratamentos (Almeida-Reis et al., 2017, Martins-Oliveira et al., 2016, Oliva et
al., 2015).
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Em relacdo a avaliagdo dos marcadores inflamatorios, nas vias aéreas, nés
observamos que o grupo ACO, comparado ao modelo de asma (grupo OVA), mostrou
maior numero de células positivas para IL-1p, IL-10, IL-17 e IFN-y, com exce¢ao para
IL-5 que apresentou maior numero de células positivas no grupo OVA do que no grupo
ACO. Na comparagao com o modelo de enfisema (grupo ELA), o grupo ACO mostrou
maior expressao de células positivas para IL-1p, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e IFN-y. Quando
avaliado o parénquima pulmonar, o grupo ACO mostrou maior contagem de células
positivas para IL-13, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17 e TNF-a na comparagédo com o
grupo OVA, e quando comparado ao grupo ELA, ACO apresentou maior expresséo
para IL-18, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13. Achados similares encontramos no estudo de lkeda
et al. (2014), eles mostraram que o grupo que foi sensibilizado com ovalbumina e
recebeu elastase em associagdo apresentou um significativo aumento da
hiperresponsividade das vias aéreas, nos niveis de leucotrieno, e células T CD4+ e
CD8+ no LFBA, comparado aos animais do grupo asma sensibilizado com
ovalbumina, ou o grupo de enfisema induzido por elastase separadamente. Estes
resultados sugerem que os pulmdes estavam mais inflamados no fenétipo do modelo
de sobreposi¢cdo asma-DPOC em comparagao com os modelos de asma e enfisema.

Em nosso estudo, houve um aumento dos marcadores inflamatorios, como 1§,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-y and TNF-a no modelo experimental de
sobreposigao asma-DPOC. Estas interleucinas e citocinas estdo diretamente ligadas
ao processo inflamatério na asma e DPOC como conhecido. Nés obtivemos uma boa
resposta ao tratamento com o peptideo inibidor BbKI, dexametasona, e a associagao
de ambos quando noés avaliamos todas as citocinas em comparagdo com o grupo
ACO.

Observamos que nas vias aéreas a atenuagao de células positivas para IL- e
IFN-y foram maiores no grupo tratado com dexametasona quando comparado ao
inibidor de proteinase BbKI sozinho, mas a analise no parénquima pulmonar, os
tratamentos foram igualmente eficientes. Raundhal et al. (2015) sugerem que os altos
niveis de IFN-y promovem hiperresponsividade das vias aéreas por meio da
supressao da expressao do inibidor de proteinase secretora de leucocitos, nas células
epiteliais dos brénquios e que a resposta imune mediada pelo IFN-y pode diferenciar
a asma grave de leve a moderada, tanto em humanos como em camundongos.

Corroborando com nossos resultados, nosso estudo mostrou reducdo de células
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positivas para IFN-y e também mostrou diminuicdo da hiperresponsividade de vias
aeéreas, e ainda nos observamos que as células positivas para IFN-y foram maiores
no grupo ACO do que no grupo OVA e ELA separadamente, nas vias aéreas. Estes
achados também foram encontrados nos modelos animais de asma (Camargo et al.,
2018, Possa et al., 2012, Rodrigues et al., 2019). IL-B tem sido recentemente discutido
em casos de asma grave e relacionado a exacerbagbes da doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), mas os mecanismos ainda nao estao claros. Mahmutovic
Persson et al. (2018), em um modelo experimental de asma induzida por rinovirus,
sugerem que as vias de sinalizag&o de IL-B podem estar causalmente envolvidas na
indugdo de caracteristicas neutrofilicas e de células Th2 de exacerbagdes de asma
induzidas por virus.

Em nosso estudo, a reducéo de células positivas para IL-5, nas vias aéreas, foi
melhor em ambos os grupos tratados com inibidor (ACO-pep-BbKI e ACO-DX-pep-
BbKI) quando comparados ao grupo tratado somente com corticosteroide, nao houve
diferenga entre os grupos tratamento no parénquima pulmonar. A interleucina-5 tem
um papel importante no recrutamento de eosindfilos nas vias aéreas, e hoje,
anticorpos monoclonais anti-IL-5 e anti-imunoglobulina E (IgE) ja s&o utilizados no
controle de exacerbac&o em asmaticos (Hamid; Tulic, 2009, Maselli et al., 2019).

Todos os tratamentos foram igualmente eficientes nas vias aéreas, na redugao
de células positivas para IL-6, mas no parénquima os grupos tratados com
dexametasona mostraram melhor resposta comparados ao tratamento somente com
BbKI. Dos Santos et al. (2018) em seu modelo de asma mostraram aumento de células
positivas para IL-6, e boa resposta no tratamento com anti-IL-17, inibidor de Rho-
kinase, e na associagao de ambos, nas vias aéreas e no parénquima pulmonar.

Células positivas para IL-10 e TNF-a apresentaram menor contagem no grupo
tratado somente com o inibidor de proteinase BbKI comparado aos grupos tratados
com dexametasona, nas vias aéreas e parénquima pulmonar. Ha diversos mediadores
inflamatorios na DPOC, e TNF-a € um deles, € produzido por macrofagos e/ou células
epiteliais do sistema respiratorio, e TNF-a € considerado um potente ativador de NF-
kappaB, o que pode amplificar a resposta inflamatéria. Na asma, citocinas Th2
mediam a inflamacgéo alérgica, e citocinas como TNF-a e IL-B amplificam a resposta
inflamatoria e desempenham um papel maior na doenga grave (Barnes, 2017,
Parulekar et al., 2017).
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Em nosso estudo, o tratamento com BbKI teve uma resposta similar em numero
de células positivas para IL-13 comparada ao grupo tratado com dexametasona, mas
a associagdo entre os tratamentos (grupo ACO-DX-pep-BbKl) mostrou maior
beneficio na redugao de células positivas nas vias aéreas, e no parénquima pulmonar
os tratamentos foram similares entre eles. Interleucina-13 é um mediador da resposta
alérgica em asmaticos, induz a hiperresponsividade dos brénquios, causa hiperplasia
de células caliciformes e produgédo de mucina (Hamid; Tulic, 2009). Apesar de IL-13
ser uma citocina envolvida na asma, nés encontramos altos niveis também nos grupos
ELA e ACO. Park et al. (2016) estudaram pacientes com DPOC, e encontraram altos
niveis de esosinofilia e periostina (uma proteina envolvida na inflamagédo das vias
aéreas), a qual é produzida a partir da indugéo de IL-13. Estes autores mostraram um
aumento da VEF1 nestes pacientes quando tratados com corticosteroides em
associagdo com beta agonistas de longa duragéo.

As células T-helper (Th)-17 tém sido implicadas nos processos de diversas
doengas autoimunes e inflamatodrias, alguns autores sugerem que IL-17 pode induzir
IL-1B, IL-6, e TNF-a, além disso IL-17 aumenta a expressao de iNOS e esta envolvida
no recrutamento de macrofagos e neutrofilos (Ponce-Gallegos, 2017). Zijlstra et al.
(2012) sugerem que IL-17 € uma das interleucinas responsaveis pela inducdo da
resisténcia das células epiteliais dos brénquios aos efeitos dos esterdides. Nosso
estudo mostrou diminuigdo da contagem de células positivas para IL-17, nas vias
aeéreas e no parénquima pulmonar, com o tratamento com pep-BbKI e dexametasona,
mas no septo alveolar nés encontramos melhor resposta nos grupos que continham o
inibidor pep-BbKlI como tratamento, do que no grupo tratado apenas com
dexametasona. Alguns autores tém estudado tratamentos com anti-IL-17 em modelos
experimentais com camundongos, de enfisema induzido por elastase e modelos de
asma, e eles encontraram boa resposta com melhora na maioria dos parametros
avaliados na inflamacdo e remodelamento (Camargo et al., 2018, Dos Santos et al.,
2018, Fukuzaki et al., 2021).

Ha estudos de modelos experimentais em asma e enfisema separadamente com
bons resultados no tratamento com inibidores de serino proteinases. Como rBmTI-A
gue mostrou reducdes nas concentracdes de células positivas para IL-5, IL-10, IL-13
e IL-17A e, CrataBL que reduziu numeros de células positivas para IFN-y, IL-4, IL-5,

IL-13 e IL-17, nas vias aéreas e parénquima pulmonar, ambos os estudos foram em



81

modelo de asma (Bortolozzo et al., 2018, Florencio et al., 2019). Serino proteinases
em modelo de enfisema, como EcTl e BbKI, mostraram reducdo de TNF-o apds o
tratamento com estes inibidores (Martins-Oliveira et al., 2016, Theodoro-Junior et al.,
2017).

Em relagéo ao estresse oxidativo, nés mostramos redugcéo de NO exalado, e uma
diminuicdo nas células positivas para iINOS em todos os grupos tratados, nas vias
aéreas e no parénquima pulmonar, com o peptideo inibidor BbKI e com a
dexametasona (ACO-pep-BbKIl, ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKl), quando comprados
ao grupo ACO. Resultados similares Martins-Oliveira et al. (2016) and Theodoro-
Junior et al. (2017) foram encontrados nestes estudos em modelo experimental de
enfisema induzido por elastase, eles utilizaram BbKI e EcTl (como estrtura de
proteina, ndo de peptideo) respectivamente como tratamento, e mostraram atenuagao
da resposta do estresse oxidativo, com redug¢ao nos niveis de éxido nitrico exalado
(NOex) e diminuicdo da expressao de células positivas para iINOS, nas vias aéreas e
no septo alveolar.

Prado et al. (2005) em um modelo experimental de asma sensibilizado com
ovalbumina mostraram um aumento nos niveis de NO exalado e de células positivas
para INOS. O 6éxido nitrico exalado € considerado um importante marcador de
inflamacgéo de via aérea na asma (Kharitonov et al., 1996), pacientes asmaticos tém
altos niveis de NOex, e quando sao tratados com corticosteroides ha um declinio nos
seus niveis de NOex (Eynoot et al., 2002). O papel dos inibidores de proteinase, em
modelos experimentais de sobreposicdo asma-DPOC, precisa ser estudado para mais
comparacgdes, o que pode representar uma estratégia terapéutica promissora, uma
vez que os corticosteroides tém muitos efeitos colaterais.

A respeito do remodelamento pulmonar, encontramos um aumento na expressao
de células positivas para MMP-9, MMP-12 nas vias aéreas e no parénquima pulmonar,
e para TGF-B somente no parénquima pulmonar, no grupo ACO comparado aos
grupos OVA e ELA, sugerindo uma potencializagdo do remodelamento tecidual na
sobreposicdao asma-DPOC em relacdo aos modelos de asma e enfisema
separadamente. As fibras colagenas tiveram um aumento em porcentagem no modelo
asma (OVA) e no modelo de sobreposigao (ACO) comparados ao grupo controle
(SAL), o modelo de enfisema (ELA) ndo mostrou aumento. Estes resultados
provavelmente podem ser explicados porque os grupos OVA e ACO tiveram mais
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tempo de sensibilizacdo com ovalbumina e portanto mais tempo para o
remodelamento, e o grupo ELA recebeu elastase 7 dias antes da mecanica, menos
tempo para remodelamento de matrix extracelular. Lopes et al. (2013) estudaram
diferengas entre dois modelos de enfisema, um grupo pelo modelo de elastase
induzida onde os animais foram avaliados 28 dias apds a instilacido de EPP, e no outro
grupo o modelo por exposi¢cédo a fumaga de cigarro por um periodo de 6 meses. Eles
encontraram em ambos os grupos um aumento de fibras colagenas tipo lll, as quais
foram maiores no grupo de animais expostos a fumaga de cigarro por 6 meses. Isso
corrobora com estudos que mostraram que fibras colagenas aumentam com o passar
do tempo a partir da indugao do enfisema com elastase (Suki et al., 2003).

Em nosso estudo, a avaliagcdo do remodelamento de matriz extracelular foi por
meio da analise de células positivas para MMP-9, MMP-12, TGF-3 e porcentagem de
fibras colagenas, nos observamos bons resultados com a atenuagdo destes
marcadores em todos os grupos tratamento (ACO-pep-BbKI, ACO-DX e ACO-DX-
pep-BbKl), comparados ao grupo ACO, nas vias aéreas e no parénquima pulmonar.
O tratamento associado do peptideo inibidor de proteinase BbKI com dexametasona
(ACO-DX-pep-BbKIl) apresentou uma melhor atenuacdo da resposta de células
positivas para MMP-9 comparado ao grupo tratado apenas com corticosteroide (ACO-
DX), nas vias aéreas e no parénquima pulmonar. Apesar da melhora com a diminuigao
da expressédo de MMP-9, os grupos tratados ainda foram diferentes do grupo controle
(SAL), sugerindo que houve atenuagdo, mas nao reversdo total das mudancas
estruturais. As células positivas para MMP-12 e TGF- nos grupos tratados com
corticosteroides tiveram melhor atenuagdo comparado ao grupo tratado apenas com
o peptideo BbKI, nas vias aéreas e no parénquima pulmonar. As fibras colagenas
tiveram diferenga entre os tratamentos, somente na avaliacdo do parénquima, o
tratamento com peptideo BbKI associado ou ndo com dexametasona tiveram melhor
atenuagdo das fibras colagenas comparado ao tratamento somente com
corticosteroide.

Martins-Oliveira et al. (2016) mostraram resultados similares com reducdo de
células positivas para MMP-9, MMP-12 e volume de fibras colagenas no grupo de
enfisema tratado com o inibidor de proteinase BbKI (como proteina, ndo peptideo).
Assim como Almeida-Reis et al. (2017), mostraram resultados similares, mas
utilizando outro inibidor de proteinase, o BbCIl, em um modelo de elastase induzida.
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Em um modelo experimental de asma, estudos com outro inibidor, Florencio et al.
(2017) mostraram atenuagao na expressao de MMP-9, TGF-p e fibras colagenas com
o tratamento de rBmTI-A, e Bortolozzo et al. (2018) utilizando tratamento com CrataBL
reduziram células positivas para MMP-9, MMP-12 e volume de fibras colagenas,
ambos os estudos comparados ao grupo sensibilizado com ovalbumina.

NF-kappaB é uma importante via de sinalizagdo de inflamagdo em doencgas
pulmonares (Rico-Rosillo e Vega-Robledo, 2011) e tem sido considerado um
importante regulador da resposta imune inata e adaptada. Estas ativagbes sao
associadas com inflamagao, remodelamento e estresse oxidativo na doenga pulmonar
obstrutiva crénica, causada por uma variedade de sinais, como citocinas e patogenos
(Possa et al. 2012; Aristoteles et al. 2013, Pantano et al. 2008). Neste estudo, nés
encontramos atenuacgao de células positivas para NF-kappaB apds o tratamento com
o peptideo BbKI e dexametasona comparados ao grupo ACO. Nas vias aéreas o0s
grupos ACO-DX e ACO-DX-pep-BbKI mostraram uma melhor resposta na atenuagéo
do que o grupo tratado somente com BbKI, e no parénquima pulmonar a associagéo
do BbKI com a dexametasona mostrou melhor resposta do que o grupo ACO-pep-
BbKI. Bortolozzo et al. (2018) obtiveram resultados similares em um estudo
experimental utilizando CrataBL para tratar inflamag&o pulmonar alérgica crénica.

Nosso estudo teve algumas limitagdes, uma delas foi a falta de estudos avaliando
o uso do inibidor de proteinase BbKI como tratamento em modelo experimental de
sobreposigao asma-DPOC em camundongos. Embora imunohistoquimica tenha sido
utilizada para analises, outro método comparativo poderia ter sido utilizado para dar
forca aos nossos achados. Embora, em outros estudos nos previamente ja tenhamos
mostrado boa correlagao de dados obtidos por imunohistoquimica e Elisa nos modelos
de asma e enfisema. Mas nosso estudo apresenta grande fortaleza no grande numero
de marcadores que avaliamos no modelo experimental para melhorar o conhecimento
sobre a sobreposicdo asma-DPOC. O processo inflamatério de doengas cronicas
pulmonares, como asma e DPOC é complexo e torna-se um desafio devido a
variedade de receptores e reagdes envolvidas. Além disso, nossos resultados trazem
uma grande base para novos estudos e a possibilidade de explorar novas terapéuticas
para o tratamento da sobreposi¢ao de asma-DPOC.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que o modelo experimental de sobreposicdo asma-DPOC se mostrou
efetivo, pois quando comparado ao grupo controle (SAL), os animais apresentaram
exacerbacdo nos parametros da hiperresponsividade das vias aéreas nos desafios
com metacolina, aumento de 6xido nitrico exalado, piora na lesao alveolar observada
pelo intercepto linear médio (Lm). Observamos também alteragées na resposta
inflamatoria com aumento das células encontradas no lavado broncoalveolar (células
totais, eosindfilos, linfécitos, macrofagos e neutrofilos), também houve aumento das
células positivas de todos os marcadores inflamatorios estudados, além da piora
referente aos marcadores do remodelamento de matriz extracelular e de estresse
oxidativo.

Observamos que o modelo experimental de ACO, em relagdo aos modelos de
enfisema (grupo ELA) e de asma (grupo OVA), apresentou maior hiperresponsividade
pulmonar no desafio a metacolina, com aumento da %Rrs e %Gtis, aumento do
numero de células totais do FLBA, piora do Lm, aumento das células positivas para
IL-1B, IL-6, IL-13, IFN-y, MMP-9, MMP-12 e TGF-f. Constatamos também diminuig&o
da elasténcia do sistema respiratério do grupo ACO e ELA quando comparados ao
grupo OVA.

O tratamento com o peptideo inibidor de proteinase BbKI e o tratamento com
dexametasona mostraram-se igualmente eficazes, apresentaram atenuagdo das
respostas comparadas ao grupo ACO.

O grupo ACO-pep-BbKI reverteu totalmente as alteracbes sendo semelhante ao
grupo SAL nos parametros que avaliaram a hiperresponsividade a metacolina (%Rrs,
%Ers, %Raw, %Gtis, %Hetis), na diminuicdo de lesdo de tecido avaliado pelo Lm e do
estresse oxidativo representado pelo iINOS e NOex. Na resposta inflamatéria reverteu
o numero de neutréfilos, IL-5, IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-o. e na avaliagdo de
remodelamento MMP-12 (VA) e fibras colagenas.

ACO-DX reverteu as alteragdes sendo semelhante ao grupo SAL na resposta de
hiperresponsividade particularmente nos parametros da %Rrs, %Ers, %Raw, %Gtis e
%Htis. Também houve reversio das alteragcdes do Lm, nos marcadores inflamatdérios:
células totais e diferenciais do lavado broncoalveolar, IL-1B(septos alveolares), IL-5
(septos alveolares), IL-6 (septos alveolares),IL-10 (septos alveolares), IL-13 (septos

alveolares), IFN-y. Também foi observada essa reversdo na expressao celular de
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MMP-12 (vias aéreas), TGF-B (septos alveolares), fibras colagenas (vias aéreas) e
dos marcadores de estresse oxidativo em relagdo as células positivas para iINOS e
NO exalado.

O grupo ACO-DX-pep-BbKI potencializou a redugao das alteragées comparado a
ACO-pep-BbKl e ACO-DX para MMP-12 (septos alveolares).

Portanto, observamos bons resultados com a utilizacdo do peptideo inibidor de
proteinase BDbKI. Contudo, mais estudos s&o necessarios para fortalecer a
possibilidade de se tornar uma futura estratégia terapéutica na sobreposigao de asma-
DPOC.
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APENDICE

Tabela 3. Avaliacido da hiperresponsividade a metacolina, lavado broncoalveolar,
marcadores inflamatdrios, remodelamento tecidual, estresse oxidativo, intercepto
linear médio e fator de trasncricdo nas vias aéreas e septos alveolares
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2,0:0,3*%

2,210,
1,320,2*%
87+12"
6,5:0,7*
2,720,5*
1,720,2*
1,820,2*%
1,020,2%°
2,320,2%*
3,320,3%
4,320,3 ***
6,020,9*%
3,720,2*%
3,2:0,6*%*
1,920,3*%*
0,920,2*
4,9+0,7*%
4,80,4%%%
1,7 0,1%%
1,520,1 ***
1,020,2*%°
0,920,2%%¢
1,620,2%°
1,920,2+%¢
3,02 4*
2,520,2%%
2,5¢ 0,3 %%
3,120,3*
16,122, 7

20,5208 ***

1,620,3*%%

Nota: IL, interleucina; IFN, Interferon; TNF, fator de necrose tumoral; MMP, metaloproteinase; TGF (3,
fator de crescimento transformador; iINOS, 6xido nitrico sintase induzida; NFKappaB, fator nuclear
KappaB. *p<0,05 comparado ao grupo SAL; **p<0,05 comparado aos grupos OVA e ELA; #p<0,05
comparado ao grupo ACO; +p<0,05 comparado aos grupos SAL e OVA,; ++p<0,05 comparado ao grupo

OVA,; $p<0,05 comparado ao grupo ACO-DX; $$p<0,05 comparado ao grupo ACO-pep-BbKI.




