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PIB — Produto Interno Bruto

PTS — Particulas Totais em Suspensado

RAGE — Produtos finais de glicacdo avancada
Raw — Resisténcia de vias aéreas maiores

RHD — Rel Homology Domain

RMGV - Regido Metropolitana da Grande Vitoria
RO; - Peroxil

ROS — Espécies Reativas de Oxigénio

Rrs — Resisténcia do Sistema Respiratério

SAL — Grupo Salina Controle

SAL L1 - Grupo Salina exposto ao Local 1

SAL L2 — Grupo Salina exposto ao Local 2

Si - Silicio

SLN — Sinal de Localizag&o Nuclear

SO; - Enxofre

TGF-B — Fator de Transformacé&o de Crescimento Beta
Th; — Célula de Perfil T helperl

Thy7— Célula de perfil T helperl?

Th, — Célula de Perfil T helper2

TIMP1 — Inibidor da Metalopeptidase 1

TLR’s — Receptores Toll-like

TNFa — Fator de Necrose Tumoral alfa

Treg — Células T reguladoras

Zn — Zinco
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RESUMO

Campos, EC. Efeitos da poluicdo ambiental na hiperresponsividade bronquica,
inflamagé&o, remodelamento da matriz extracelular e estresse oxidativo em
camundongos com inflamacao pulmonar alérgica cronica. 2023. 141f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Médicas) - Faculdade de Medicina. Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Introdugdo: A exposicdo ambiental a poeira mineral crescente na maioria das cidades
industrializadas pode exercer efeitos nocivos em individuos saudaveis e exacerbar doencas
alérgicas cronicas durante o inverno e o verdo. Objetivo: Avaliar o impacto da exposicéo
ambiental ao p6 de metal na resposta de hiperresponsividade, inflamacao, remodelamento e
estresse oxidativo em modelos de asma e controles, em dois diferentes locais proximos a um
centro de mineracdo na cidade de Vitéria, Espirito Santo — Brasil. Materiais e métodos:
Setenta e dois camundongos machos BALB/c foram divididos em seis grupos: SAL (grupo
controle, ndo exposto); OVA (ndo exposto a ovoalbumina); SAL-L1 e OVA-L1 (expostos a
poeira mineral de mineradora que pelotiza minério de ferro no centro de mineracao local 1);
e SAL-L2 e OVA-L2 (expostos a poeira mineral que fica a aproximadamente trés milhas do
primeiro local; local 2) por duas semanas. No trigésimo terceiro dia do protocolo, foram
avaliadas hiperresponsividade, éxido nitrico exalado (NOex), lavado broncoalveolar (FLBA),
inflamacdo, remodelamento da matriz extracelular e respostas ao estresse oxidativo.
Resultados: os grupos SAL-L1 e SAL-L2 tiveram um aumento na hiperresponsividade apés
o desafio com metacolina; no nimero de células positivas para citocinas do tipo Th2 (IL-4 e
IL-5) e Th17 (IL-17); no numero de células positivas para avaliagdo do remodelamento
(TIMP1, MMP9, MMP12 e TGF-B) e avaliagdo do estresse oxidativo (iNOS e GP91phox);
assim como nos niveis de isoprostano e NOex em relagdo ao SAL (p<0,05) durante as
estacOes de verao e inverno. Os niveis de NFkB aumentaram em SAL-L1 e SAL-L2 durante
o inverno em comparacdo com SAL. Os grupos OVA-L1 e OVA-L2 apresentaram maior
resisténcia do sistema respiratério e das vias aéreas em relagdo ao grupo OVA; uma
exacerbacao da resposta inflamatoria Th2, durante ambas as estacdes, e uma exacerbacao
da resposta inflamatéria Th17, durante o verdo; aumento do niumero de células positivas para
remodelamento (TIMP1, MMP9 e MMP12) nas duas esta¢cdes; bem como um aumento na
porcentagem de isoprostano durante ambas as estacdes em relagdo ao grupo OVA. O
aumento do estresse oxidativo ocorreu devido ao aumento do nimero de células positivas
para iNOS durante as duas estac¢des nos grupos OVA-L1 e OVA-L2 em comparag¢ao ao grupo
OVA. Conclusdes: A exposigdo ambiental ao pé mineral induziu mudancas significativas nas
respostas de hiperresponsividade, inflamacdo, remodelamento e estresse oxidativo em
camundongos saudaveis e exacerbou essas mesmas respostas em animais asmaticos. Os
mecanismos envolvidos dependem da ativacéo de iNOS e NF«B.

Palavras-Chave: 1.Asma, 2.poluicdo ambiental, 3.estresse oxidativo, 4.inflamacéo,
5.remodelamento das vias aéreas, 6.modelos animais
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ABSTRACT

Campos, EC. Effects of environmental pollution on bronchial hyperresponsiveness,
inflammation, extracellular matrix remodeling and oxidative stress in mice with
chronic allergic lung inflammation. 2023. 141f. Thesis (Doctorate in Medical
Sciences) - Faculty of Medicine. University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

Introduction: Environmental exposure to mineral dust growing in most industrialized cities
can exert harmful effects on healthy individuals and exacerbate chronic allergic diseases
during winter and summer. Objective: To evaluate the impact of environmental exposure to
metal dust on hyperresponsiveness, inflammation, remodeling and oxidative stress in asthma
models and controls, in two different locations near a mining center in the city of Vitéria, Espirito
Santo - Brazil. Materials and methods: Seventy-two male BALB/c mice were divided into six
groups: SAL (control group, unexposed); OVA (not exposed to ovalbumin); SAL-L1 and OVA-
L1 (exposed to mineral dust from a mining company that pellets iron ore in mining center place
1); and SAL-L2 and OVA-L2 (exposed to mineral dust which is approximately three miles from
the first place, place 2) for two weeks. On the thirty-third day of the protocol,
hyperresponsiveness, exhaled nitric oxide (NOex), bronchoalveolar lavage (BALF),
inflammation, extracellular matrix remodeling and responses to oxidative stress were
evaluated. Results: SAL-L1 and SAL-L2 groups had an increase in hyperresponsiveness after
methacholine challenge; in the number of cells positive for Th2 (IL-4 and IL-5) and Th17 (IL-
17) cytokines; the number of positive cells for evaluation of remodeling (TIMP1, MMP9,
MMP12 and TGF-B) and assessment of oxidative stress (iNOS and GP91phox); as well as
isoprostane and NOex levels in relation to SALT (p<0.05) during the summer and winter
seasons. NFkB levels increased in SAL-L1 and SAL-L2 during winter compared to SAL. The
OVA-L1 and OVA-L2 groups showed greater respiratory system and airway resistance
compared to the OVA group; an exacerbation of the Th2 inflammatory response, during both
seasons, and an exacerbation of the Th17 inflammatory response, during the summer;
increase in the number of positive cells for remodeling (TIMP1, MMP9 and MMP12) in both
seasons; as well as an increase in the percentage of isoprostane during both seasons in
relation to the OVA group. The increase in oxidative stress was due to the increase in the
number of iINOS-positive cells during the two seasons in the OVA-L1 and OVA-L2 groups
compared to the OVA group. Conclusions: Environmental exposure to mineral dust induced
significant changes in hyperresponsiveness, inflammation, remodeling and oxidative stress
responses in healthy mice and exacerbated these same responses in asthmatic animals. The
mechanisms involved depend on iNOS and NF«B activation.

Keywords: 1.Asthma, 2.environmental pollution, 3.oxidative stress, 4.inflammation, 5.airway
remodeling, 6.animal models
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1. INTRODUCAO

1.1 Poluicdo Ambiental

A poluicdo ambiental é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS/WHO) (2022) como um dos principais fatores responsaveis pelo aumento do
namero de mortes, desenvolvimento de doencas e geracdo de incapacidades em
diversos paises do mundo. Esta organizacédo atribui cerca de 7 milhdes de mortes a

cada ano a poluicdo mundialmente (OMS/WHO, 2022).

O material particulado (MP) é um termo genérico usado para designar
particulas de diferentes estruturas quimicas e diametros, variando de grosso, fino e
ultrafino; essas particulas séao divididas em: ultrafinas com particulas menores que 0,1
Mm (MPo,1), finas com didmetro menor que 2,5 um (MP25s) e grossas com diametro

entre 10 uym e 2,5 ym (MP10) (CHEN et al., 2007).

As particulas finas sdo as que tém o maior impacto na salde humana gerando
maiores prejuizos (OMS/WHO, 2014). Os efeitos prejudiciais & saude variam de
inflamacé&o pulmonar crénica, reducéo da funcdo pulmonar e exacerbacdes de asma
até a risco elevado para o desenvolvimento de doenca cardiovascular e (CURTIS et

al., 2006).

O MP10 quando em suspenséao no ar, ao ser inalado geralmente é depositado
no trato respiratorio superior e esta associado ao desencadeamento de diversas
doencas, além dos danos respiratorios em principal a asma (SAYGIN et al., 2017),

podem levar ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares ( DASTOORPOOR et


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib36
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al., 2020; MOMTAZAM et al., 2019 ), varios tipos de canceres ( CHU et al., 2019; Ll e
GAO, 2014), tuberculose (SARKAR et al., 2019).

Um grande estudo epidemioldgico, de coorte, que incluiu cerca de 39.054
participantes demonstrou que o aumento de 10ug/m?® na concentracéo de MP1o esta
associado ao aumento de 3,4% a 6% da mortalidade por cancer de pulméao (CHEN et
al., 2016).

A poluicdo por MP é um problema de salde ambiental e que afeta milhares de
pessoas no mundo todo, contudo paises de baixa e média renda sofrem demasiada e

desproporcionalmente com tal consequéncia (OMS/WHO, 2014).

. . Vias aéreas
material particulado superiores

Fragdo Inalavel
(Dp < 10 um)

Fragdo Toracica
Além da laringe
Dp <25 um

Fragdo Respiravel
Dp<1,0 um

VISTA LATERAL

Alvéolos pulmonares

Figura 1 - Representagdo das vias areas onde o material particulado é depositado de acordo com seu
tamanho.

Adaptado de Guarieiro et al., 2013.

Globalmente, estima-se que a poluigdo do ar ambiente seja a causa de 26%


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib24
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib92
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib92
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7357538/#bib22
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das mortes por infeccBes respiratorias, 16% das mortes por cancer de pulméao, 25%
das mortes por doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), 17% das doencas
isquémicas do coracéo e acidente vascular cerebral (OMS/WHO, 2022).

Nas grandes cidades do mundo também conhecidas com grandes polos
industriais, diversos estudos tem sido realizados, eles vem mostrando que, em sua
maioria as emissfes de poluentes estdo sim, em conformidade com os padrbes
estabelecidos internacionalmente; porém as elevacdes crescentes nos niveis de
poluicdo dentro de curtos periodos de tempo, e que ja estdo presentes em grandes
cidades por longos periodos desde a revolugéo industrial, sdo capazes de promover
efeitos deletérios & salde das populacdes expostas (OPAS. OMS, 2008).

O manejo de materiais que metalicos podem propagar na atmosfera grandes
guantidades destes metais, incluindo o ferro (Fe), niquel (Ni), manganés (Mn), zinco
(Zn) e cromio (Cr) (PARCHAMI et al. 2022).

Um estudo longitudinal realizado na Austria evidenciou reducéo na funcgéo
pulmonar em trabalhadores que possuiam exposi¢do ocupacional a algum tipo de
metal pesado (HALUZA et al., 2014). Outros estudos relataram que a exposi¢cao a
vapores de soldagem gerou aumento de sintomas respiratérios e aumentou a
incidéncia de asma ocupacional nos trabalhadores expostos (WITTCZAK et al., 2012;
HEDMER et al., 2014).

Pesquisas ambientais em geral caracterizam o monoxido de carbono (CO)
como sendo um dos principais compostos poluentes presentes na atmosfera; ele é
gerado principalmente por veiculos automotores durante a queima incompleta de
carbono em reacdes de combustao, este possui efeitos comprovados na exacerbacéo
da asma e DPOC (CURTIS et al., 2006).

O monoxido (NO) e didxido de nitrogénio (NO2) precursores do ozénio (Os),
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criado a partir de uma série complexa de reacdes fotoquimicas envolvendo compostos
organicos volateis tendo a queima de combustivel féssil como sua principal fonte, sao
poluentes presente nas camadas mais baixas da atmosfera; por sua formacao
depender da interacdo com o sol, os periodos de pico de concentracédo deste poluente
no ambiente pe evidenciado nos meses de verdo e proximo ao meio dia; ele esta
associado ao aumento de casos de DPOC, numero de crises de asma, bronquite e,
tosse crénica em criancas e idosos (CURTIS et al., 2006).

Chenguang et al. (2017) caracterizaram que a exposicdo ao MP (MP2.s/MP1o)
foi determinante para o aumento de internacdes hospitalares pediatricas por
pneumonia, particularmente durante a estacdo quente.

Evidéncias associam a exposi¢cdo ambiental a metais a alteracdes respiratorios
adversas (ROSA et al. 2016). Estudo recente evidenciou medidas de funcéo pulmonar
menores em criangas na China que vivem em uma cidade referéncia em
processamento de lixo eletrbnico com alta concentracdo de Mn, Ni e Cr (ZHENG et
al., 2013).

Nos Estados Unidos, houve maior risco de internagcbes por doencas
cardiovasculares e respiratérias nos municipios com niveis mais elevados de Ni (BELL
et al., 2010). Na cidade de Nova York, as medidas ambientais locais do Ni foram
associadas com maior probabilidade de sibilancia em criangas com 2 anos (PATEL et
al., 2009). Os niveis de Zn estdo correlacionados ao aumento nas visitas ao
departamento de emergéncia, e hospitalizacbes por asma em uma populacao
pediatrica em Baltimore (HIRSHON et al., 2008).

Niveis ambientais aumentados de Fe e Zn foram associados com internacdes
hospitalares respiratorias entre criancas na California (OSTRO et al.,, 2009). Uma

revisao da literatura relatou que a maioria dos estudos analisados houve aumento do
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risco morbidade respiratoria com as crescentes concentracfes desses metais no MP

ambiental (GRAY et al., 2015).

1.2 Padrdes de Qualidade do Ar

A qualidade do ar € responsavel diretamente pelo clima na Terra e influéncia
diretamente todos os ecossistemas do planeta. Muitos dos poluentes presentes no ar
também séo fontes de emissdes de gases que geram o efeito estufa; portanto politicas
para reduzir a poluicdo do ar sdo essenciais estratégias tanto para preservacédo do
clima e quanto manutencgéo da saude mundial, minimizando desta forma a quantidade
de doencas decorrentes da poluicéo do ar, além de contribuir para a mitigacdo de das

mudancas climaticas (OMS/WHO, 2022).

No Brasil o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) é responsavel
por estabelecer os padrdes de qualidade do ar, este 6rgdo gere a qualidade do ar
através da medicdo de poluentes e avalia seus efeitos sobre a salde humana

(RESOLUCAO N° 491, DE 19 DE NOVEMBRO DE 2018) (CETESB, 2019).

O indice de Qualidade do Ar (IQAR) é um indicador capaz de avaliar os efeitos
dos poluentes que sdo monitorados e suas consequéncias para a populacao, este
indicador é obtido por meio do uso de uma férmula mateméatica aplicada aos
resultados de concentracdo de poluentes obtidos; o ar recebe uma qualificacdo, que
consiste em uma nota para a qualidade do ar, além de uma cor, conforme apresentado
na Erro! Autoreferéncia de indicador ndo valida., tornando-se possivel classificar a
qualidade do ar em boa, moderada, ruim, muito ruim ou péssima, a depender do indice

obtido (CETESB, 2019).
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Tabela 1 - indice de Qualidade do Ar

Qualidad : MPe MPzs Oz co NO2 S0
L':?OIA': - indice (pgsfm?) (pgfm?) (pgsm3) (ppm) (pgdm?) (pgdm3)
24h 24h 8h 8h 1h 24h

(o | o | o | oo | owo | o9 [ 0w |

NA s Huito | 121 - 200 m »75-125 | »>160-200 | »13-15 | >320-1130 | >365- 800
201 400 | »250-600 | »125-300 | »>200- 800 mm >800 - 2620

Fonte: Cetesb, 2019

O nivel de particulas inalaveis (PI) ou MP1o € medido por meio da separagéo
inercialffiltracdo, em 24 horas, num padrdo primario de 150 pg/m3. O nivel de
particulas totais em suspenséo (PTS) € medido por meio do amostrador de grandes

volumes, em 24 horas, num padréo primario de 240 pg/m?3 (CETESB, 2019).

Estudo da OMS/WHO (2022) demonstrou aumento de 6% na quantidade de
MP10 em S&o Paulo do ano de 2018 para o ano de 2019; onde em 2018 a quantidade

de MP1o era de 27,28 ug/m2e em 2019 elevou-se para MP1o 29,01 ug/m3.

A tabela 2 demonstra os possiveis efeitos segundo a OMS/WHO (2022) e

CETESB (2019) da classificacdo da qualidade do ar na saude dos individuos.
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Tabela 2 - Qualidade do Ar e Efeitos a Saude

Qualidade do ar e efeitos a salde

Pessoas de grupoes sensiveis (criangas, idosos e

pessoas com doencas respiratdrias e cardiacas)

N2 — Moderada 41 - 80 .
podem apresentar sintomas como tosse seca e
cansago. A populagdo, em geral, ndo é afetada.
Toda a populagdo pode apresentar sintomas como
tosse seca, cansago, ardor nos olhos, nariz e
arganta. Pessoas de grupos sensiveis (criangas
N3 - Ruim 81 - 120 9219 S (eriangas,

idosos e pessoas com doengas respiratorias e
cardiacas) podem apresentar efeitos mais sérios na

salde.

Toda a populagdo pode apresentar agravamento dos
sintomas como tesse seca, cansago, arder nos elhos,
) . nariz e garganta e ainda falta de ar e respiragic
N4 — Muito Ruim 121 - 200 ) i . .
ofegante. Efeitos ainda mais graves 3 salde de
grupos sensiveis (criancas, idosos e pessoas com

doengas respiratorias e cardiacas).

Toda a populacdo pode apresentar sérios riscos de

manifestacies de doencas respiratdrias e

N5 — Péssima

cardiovasculares. Aumento de mortes prematuras

em pessoas de grupos sensivels.

Fonte: Cetesb, 2019.

1.3 Municipio de Vitéria

A Regido Metropolitana da Grande Vitéria (RMGV) é um dos principais polos
econdmicos de desenvolvimento urbano e industrial do Estado do Espirito Santo, ela
abrange uma area de 1.461 km?, e possui populacdo equivalente a 2 milhdes de
habitantes (IBGE, 2021), cerca de 50% da populacao de todo o Estado (IEMA, 2021).
A RMGV engloba os 5 municipios: Serra, Cariacica, Vitoria, Viana e Vila Velha. A area

desta regido é sabidamente formada por topografia complexa, onde seu relevo varia
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desde uma planicie litoranea as colinas; bem como sua ocupacéao do solo varia, desde
extensas areas com cobertura vegetal, até a grande presenca de pavimentacdo nas
cidades e alguns entornos. A sua proximidade com o oceano, bem como a sua
topografia controlam as condigcdes meteoroldgicas, o que favorece a dispersao de

poluentes na regido (IEMA, 2021).

A economia do Estado do Espirito Santo, onde se encontra a RMGV, foco deste
estudo, vem crescendo exponencialmente nos ultimos anos, especialmente, a partir
de 2003, com incrementos das taxas de crescimento do Produto Interno Bruto (PIB)
superiores a média nacional; todo esse desenvolvimento deveu-se principalmente a
instalacdo e ampliacédo de diversas industrias e empresas nesta regido, fato que como
onus a todo esse crescimento houve a elevacdo nos niveis de poluicdo atmosférica
local, a despeito de diversas regulamentacdes impostas pelos 6rgaos de controle

ambiental a essas industrias e empresas (IEMA, 2021).

O crescimento industrial trds consigo crescimento populacional e contudo
acréscimo consideravel da frota de veiculos, e além de maior consumo de energia, a
associacao destes fatores contribuem para o aumento da emissédo de poluentes na
regido (ZAMBON MONTE et al., 2016). Em particular, na RMGV a qualidade do ar
deteriorou-se devido a atividade de industrializagédo e urbanizacdo (PEDRUZZI et al.,

2019).

Diversos estudos tém realizado a analise da dinamica dos processos
envolvidos na emisséo, e formacao dos aerossois em regides O interesse cientifico,
em especial, por particulas na atmosfera esta relacionado a seus efeitos sobre o clima,
meio-ambiente, visibilidade e ao risco a saude humana (LORIATO et al. 2018;

PEDRUZZI et al. 2019).
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Segundo Loriato et al. (2018) ha 3 grupos de principais fontes de emissao de
poluentes atmosféricos na regido: veiculos, indudstria minerosiderurgica e as
operacdes de portos e aeroportos com niveis de emissao significativos de dioxido de

enxofre (SO2) e oxido nitrico (NO) (LORIATO et al., 2018).

O trafego veicular intenso é responsavel por gerar alta quantidade de
ressuspensao de poeira do solo ja depositadas nas ruas; tal ressuspensao representa
um interessante acoplamento entre a poluicdo gerada por veiculos automotores e
outras fontes de poluicdo, visto que a composi¢ao das particulas presentes vias de
Vitéria apresentam componentes que estao relacionados ao solo propriamente dito,
como aluminio (Al) e silicio (Si) e a particulas provenientes de emissfes industriais e
outras fontes como aerrosolizacdo maritima; dentre os componentes ndo comuns ao
solo pode-se destacar sodio (Na), cloro (Cl), magnésio (Mg), ferro (Fe) e calcio (Ca),

conforme identificado no estudo efetuado por Santos e Reis (2011).

Pedruzzi et al. (2019) concluiram que as emissdes locais somadas as
influéncias das emissdes externas na regiao de Vitéria foram responsaveis por causar
aumento nas concentracdes de MP e Os, e potencializacdo destas concentracoes
levou ao aumento nas exposicdes e reclamacdes referentes a poluicdo do ar em
Vitoria; as autoridades locais e a Agéncia de Protecdo Ambiental Estadual trabalham
incessantemente com objetivo de desenvolver estratégias para reduzir a poluicdo local

do ar e minimizar os impactos a populagao.

Santos e Reis (2011) analisaram o perfil quimico de amostras da regido de
Vitéria, e observaram que as particulas coletadas nos pontos mais proximos do distrito
industrial e nos principais portos da regido, apresentam quantidade consideravel de

Fe. Sabe-se que a principal atividade industrial regional € gerida pela industria
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sideruargica e ao transporte de minério de ferro, pelotizacdo do p6 de minério de ferro,
carvao, aco, dentre outros produtos. Os pontos de amostragem mais distantes da
regido industrial apresentam maior concentracdo de Ca, Si e Al, que sdo uma forte
indicacdo de poeira do solo. Além disso, existe uma forte presenca de Cl nas
amostras, que podem ser relacionadas com a proximidade do mar, ou seja, com a

presenca de aerossoéis marinhos.

Estudo da OMS/WHO (2014) constatou aumento de 15% na quantidade de
MP10 em Vitoria do ano de 2018 para o ano de 2019 ; onde em 2018 a quantidade de

MP1o era de 17,44 uyg/m3e em 2019 elevou-se para MP10 20,18 pug/m3.

As condi¢Bes meteorologicas sao fundamentais para a dispersédo ou acumulo
de poluentes (MOREIRA et al, 2008); fatores como umidade relativa, temperatura,
velocidade e direc&o do vento, entre outros estao diretamente relacionados a poluicéo
do ar (LIU; JOHNSON, 2002). A baixa umidade relativa e a reduzida velocidade do
vento tendem a elevar os niveis de poluente. A ocorréncia de precipitacdo
pluviométrica e o aumento da velocidade do vento contribuem para a dispersao e
diluicdo dos poluentes e, consequentemente, para a reducdo da concentracao dos
mesmos (MOREIRA et al, 2008; LIU; JOHNSON, 2002). Zambon Monte et al. (2016)
concluiram que as diferencas entre as estacdes mais chuvosas e secas interferem
diretamente sobre os niveis de polui¢do, concluindo que na estacao do verdo ocorrem
maiores volumes de chuvas do que no inverno, por exemplo, a tendéncia € que para

poluentes como 0 MP10, a concentragdo seja menor no verao.

1.4 Asma
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A asma é definida como uma doenca crbnica caracterizada por
hiperresponsividade brénquica, inflamacdo pulmonar, resposta de remodelamento
das vias aéreas e obstrucdo das vias aéreas (MEYER et al., 2014).

Considerada uma condicéo heterogénea, a asma cursa com episédios agudos
(exacerbacdes) que revertem espontaneamente ou apoés tratamento, sobre um
segundo plano de inflamacao crénica e/ou mudancas estruturais que podem estar
associadas a sintomas persistentes e reducédo da funcéo pulmonar (GINA, 2022).

Determinada por fatores genéticos e ambientais a patogénese da asma
permanece sendo elucidada e grande parte da sua definicho permanece sendo
descritiva. Em definicdo elaborada em 2022 pela Global Initiative National of Asthma
(GINA), onde leva-se em consideracdo caracteristicas clinicas, fisiologicas e
patolégicas, definiu-se que:

‘A asma ¢é uma doenca heterogénea, geralmente
caracterizada por inflamacdo crénica das vias aéreas. E
definida pela histéria de sintomas respiratérios como
sibilos, falta de ar, aperto no peito e tosse que variam com
o tempo e em intensidade, juntamente com limitacao

variavel ao fluxo aéreo expiratorio.” GINA, 2022.

A asma pode acometer todas as faixas etarias por tratar-se de uma doenca
multifatoriao; ha dois fatores principais que podem gerar o desenvolvimento da
inflamacé&o e a hiperresponsividade bronquica presente na crise asmatica: o primeiro
inclui os fatores predisponentes (genéticos) e o segundo € uma estreita relacao entre
os fatores ambientais e a doenca, tais como: poeira, poélen, fungos, alimentos,
farmacos, insetos, exercicio, alteracbes ambientais e meteorologicas, poluentes
atmosféricos, infeccdes, irritantes quimicos, estresse e varios outros (LEMANSKE e

BUSSE, 2010).
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A hiperresponsividade é a principal responsavel pelos recorrentes episédios de
sibilos, dispnéia, tiragem intercostal e tosse (BRANNAN, 2010). De forma geral, os
mecanismos que influenciam o desenvolvimento e a expressdo da asma Sao

extremantes complexos e interativos.

1.5 Fisiopatologia da Asma

Em individuos atépicos, o processo alérgico é desencadeado ao entrar em
contato com o alérgeno. Esse processo € composto por reacdes imediata e tardia;
inicia-se imediatamente ap0s a ativacao das células que liberam a imunoglobulina E
(IgE) que é responsavel pela rapida ativagdo de macréfagos e mastécitos das vias
aéreas; estas células ativas secretam mediadores que promovem a inducdo da
contracdo da musculatura lisa das vias aéreas aumentando, contudo, a secrecao de
muco, promovendo a vasodilatacdo e exsudacao de plasma, que pode deteriorar a
integridade epitelial. Ja reacéo inflamatoria tardia ocorre no periodo de 6 a 9 horas
apos o contato com o alérgeno, e envolve a mobilizacédo e ativacdo de eosinofilos,
células T CD4*, neutrdfilos, basofilos e macrofagos, ocorrendo consequentemente a
liberacdo de vérias citocinas e mediadores pré-inflamatdrios (UBEL et al. 2014).

Este momento soma-se as alteracBes presentes na fase imediata, bem como
por aumento da hiperresponsividade bréonquica (BOUSQUET et al., 2000). As células
dendriticas presentes no epitélio das vias aéreas sao ativadas pela presenca do
alérgeno, fato que transcorre em uma cascata de eventos que culmina na producao
de mais citocinas que sdo responsaveis por recrutar mais neutrofilos, mondcitos e
células dendriticas para as vias aéreas, além de promover a transformacéao de células
T CD4* em células de perfil T helper-2 (Thz2) (BUC et al., 2009). A célula Thz libera

interleucinas como interleucina-4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 13 (IL-13).
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A IL-4 induz os linfocitos a produzirem IgE, a IgE se liga a superficie dos mastacitos;
0s mastécitos sdo fundamentais na iniciagcdo da asma com liberacdo de mediadores
de fase aguda e, quando ativados, liberam algumas substancias, incluindo IL-4, IL-5,

histamina, leucotrienos e prostaglandinas (figura 2).
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Figura 2 — Fisiopatologia da Asma

Fonte: Grayson MH, Holtzman MJ. Asthma. ACP Medicine. 2013.

A IL-4 secretada pelos mastdcitos serve para perpetuar a producéo de IgE e
consequentemente, os eventos inflamatdrios nas vias aéreas, enquanto a IL-5 tem
como func¢do recrutar eosinofilos para as vias aéreas (LEMANSKE e BUSSE, 2010).
A presenca de eosinofilos, por sua vez, sdo uma condicao caracteristica da inflamacao

alérgica; eles sao responsaveis por promover a inflamacao, alteracdo vascular,
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hipersecrecdo de muco, desprendimento epitelial, aumento da hiperresponsividade
das vias aéreas e a obstrucdo ao fluxo aéreo. Quando ativados, os eosindfilos liberam
leucotrienos (produtos do metabolismo oxidativo) e outras substancias, tais como
fatores de crescimento e metaloproteinases, envolvidos no remodelamento das vias
aéreas.

As células T sao influenciadas pela acdo da proteina FOX 3 (FOXPs3) que é
membro da subfamilia P das proteinas FOX e assim como os demais fatores de
transcricdo, é composto por trés dominios (repressor, central e ligante de acido
desoxirribonucleico (DNA)) que por sua vez funciona como um fator de transcricéo,
agindo no desenvolvimento e nas func¢des das células T (ZHANG et al. 2007 e ZHAO
et al. 2018).

A liberacao destes diversos mediadores inflamatérios e estas acfes celulares
contribuem com o desevolvimento dos sinais e sintomas classicos e caracteristicos
da asma como a hiperresponsividade bréonquica, secre¢cdo mucosa, obstrucédo das

vias aéreas e vasodilatacdo (GINA, 2022).

1.6 Remodelamento

A matriz extracelular (MEC) pulmonar consiste de uma rede estrutural dinamica
composta por proteinas, glicosaminoglicanos e glicoproteinas (BURGSTALLER et al.,
2017); este arcabouco fornece suporte estrutural durante importantes eventos
mecanicos da respiracdo; além de ser um importante componente bioativo do
microambiente celular, pois fornece pistas que regulam diferentes processos celulares

(YAMADA e SIXT, 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9669433/#B21
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A composi¢cdo molecular local, fatores de crescimento e citocinas, associadas
as propriedades biomecanicas, elasticidade, rigidez e forcas de compressao, da MEC
podem governar a migracdo de células imunes (infiltrantes) (YAMADA E SIXT, 2019;
MORALES et al,. 2021). Além disso, fragmentos de MEC resultantes do
remodelamento podem promover ou inibir a migracao celular (NISSEN et al., 2018; DE

CASTRO BRAS E FRANGOGIANNIS, 2020).

O processo inflamatério cronico gera alteracdes estruturais permanentes em
decorréncia tanto da ativacdo de células inflamatorias, quanto pela falta de reparo
adequado a lesao cronica, fato que possa explicar a perda parcial e irreversivel da
funcdo pulmonar ao longo do tempo nos; episédios recorrentes de inflamacéo podem
gerar remodelamento muscular brénquico ocasionado pelas repetidas agressdes
sofridos pelo epitélio decorrente deste processo inflamatério crénico, contribuindo
para a nao reversibilidade da obstrucéo ao fluxo de aéreo (COHN et al., 2004; JAMES,
2005). O remodelamento das vias aéreas é caracterizado por aumento do numero de
células caliciformes, de glandulas submucosas, do numero de vasos e de células do
musculo liso; além de espessamento da membrana basal com deposicéo de fibras
colagenas e elasticas e alteracdes subepiteliais da matriz extracelular (GINA, 2022).

Sugere-se que o processo de remodelamento ndo ocorra Unica e
exclusivamente nas vias aéreas, mas também no parénquima pulmonar; a inflamacéo
distal tem papel crucial na hiperresponsividade, nas exacerbagcdes e na asma noturna.
Atribue-se aos eosindfilos um papel fundamental na lesédo epitelial e estimulo a
fiborogénese através da producdo de TGF-B, citocina que regula a produgdo de
colageno; ademais os mastocitos podem produzir citocinas, como TNF-a, IL-4, fator
de crescimento fibroblastico (FGF), que influenciam a proliferacdo fibroblastica e

atuam na digestéo da matriz extracelular (CALHOUN, 2003).
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Os macroéfagos produzem citocinas, elastase e metaloproteases 9 e 12 (MMP-
9 e MMP-12), que podem destruir componentes da matriz extracelular, além das
proprias ceélulas epiteliais, as quais liberam varios mediadores inflamatorios,
intensificando a agressao tecidual e a formacéo do tecido cicatricial (TILLIE-LEBLOND
et al., 2005). As vias aéreas distais e o parénquima pulmonar também podem produzir
diversas citocinas de perfil Thz, quimiocinas e mediadores que estdo envolvidos
diretamente na iniciacdo e na perpetuacao do processo inflamatorio.

Kotaru et al. (2006) em estudo de bidpsias de pulmdes de asmaticos descrevem
achados onde fibroblastos das vias aéreas sdo morfologicamente distintos dos
fibroblastos do parénquima pulmonar; os fibroblastos do parénquima distal sdo mais
largos, com aspecto estrelado e com mais projecdes citoplasmaticas, ja os fibroblastos
das vias aéreas sintetizam mais pro-colageno tipo | apés estimulo com TGF-B. Estas
diferencas estruturais podem parcialmente explicar a diversidade de resposta de
reparacao observada em vias aéreas proximais e distais no pulméo e no parénquima
de pacientes asmaticos e com outras doencas respiratorias frente a um estimulo
lesivo.

Wagner et al. (1998) afirmaram haver contribuicdo da porcao distal do pulméo
na obstrucdo ao fluxo aéreo em pacientes asméaticos. Previamente denominava-se
esta regido, como “zona silenciosa”, a qual seria responsavel por apenas 10% do valor
total de resisténcia ao fluxo aéreo pulmonar. No entanto, as novas tecnologias e novos
estudos possibilitaram evidenciar que ha alteracbes estruturais e inflamatérias no
parénquima pulmonar distal que sdo similares as observadas nas vias aéreas de
individuos asmaticos (LANCAS et al., 2006); portanto, € valioso considerar que o
volume total e a area de superficie das vias aéreas distais sdo muito maiores que 0

volume e a area de superficie das grandes vias aéreas, sugerindo que o
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desenvolvimento de qualquer alteracéo no pulméo distal em pacientes asmaticos tem
um efeito potencializador negativo sobre a patogénese e o tratamento da doenca
(TULIC e HAMID, 2003).

Considerando os achados de Tulic e Hamid (2003) pode-se afirmar que as vias
aéreas de calibre menor ou igual a dois milimetros de diametro, e o parénquima
pulmonar adjacente parecem ter papel fundamental na resisténcia pulmonar total,
levantando a hipotese de haver participacdo também do parénquima pulmonar na
fisiopatologia da asma, o que provavelmente alteraria a terapéutica convencional da
asma, visto que os esteroides inalatérios mais usados ndo se depositam na periferia
pulmonar e sua deposicao se da principalmente nas vias aéreas.

Estudos prévios evidenciaram aumento do numero de eosindfilos totais,
eosinodfilos ativados, células T (CDs), além de aumento na expressdo de mRNA
positivo para IL-5 e IL-4 nas vias aéreas distais de pulmdes ressecados de individuos
asmaticos comparativamente aos individuos normais (CAMARGO et al. 2018;

RIGHETTI et al. 2014; DOS SANTOS et al. 2018).

1.7 Hiperresponsividade das Vias Aéreas

A hiperresponsividade das vias aéreas (HRVA) é uma situacdo caracterizante
da asma sendo evidenciada, ““virtualmente” em todos os pacientes com a doenca.
Todavia, ha uma variacdo consideravel na intensidade da HRVA tanto entre os
pacientes quanto entre os proprios individuos, sendo que graus mais elevados de
HRVA sé&o proporcionais a gravidade da asma subjacente, fato que leva ao aumento
da resisténcia das vias aéreas ao fluxo aéreo (COCKCROFT e DAVIS, 2006).

A contracdo da musculatura lisa induzida por agonistas é uma das
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caracteristicas inerentes da asma, favorecendo a resisténcia ao fluxo aéreo; o tonus
da musculatura lisa é inicialmente regulado pelo nivel de fosforilacdo da cadeia leve
da miosina (CLM) por mecanismos dependentes e independentes de calcio (Ca?*). O
incremento na concentracao intracelular de Ca?*, consequente da ativagéo dos canais
de calcio na membrana plasmatica e/ou liberagdo de Ca?* pelo reticulo
sarcoplasmatico, gera a formacdo do complexo Ca?* calmodulina, resultando na
ativacdo da miosinoquinase; esta enzima fosforila a CLM, resultando em contracéo
da musculatura lisa ocasionada pela ligacéo entre a actina e a miosina (CHIBA et al.,
2010). Visto que os filamentos de actina e miosina estdo ancorados ao citoesqueleto
e juntamente & membrana plasmatica por estruturas conhecidas como corpos densos
e placas densas, o miécito se contrai (SYLVESTER, 2004).

A extensdo desta contracdo € definida pelo equilibrio de atividade entre
miosinoquinase e miosinofosfatase. Esta cascata de eventos pressupde que o tbnus
da musculatura lisa deveria ser proporcional a concentracdo de Ca?* citosoélico. No
entanto, quando ha a presenca de uma concentracdo fixa de Ca2+, agonistas
broncoconstritores também gerar a fosforilagdo da CLM. Ademais, a inibicdo da
miosinofosfatase, que definitivamente aumenta a fosforilagdo da CLM, pode ocorrer a
uma concentragdo fixa de calcio citoplasmatico; ou seja, pode ocorrer que 0s niveis
de Ca?* nem sempre correspondem ao grau de fosforilagdo da cadeia leve da miosina
e de contracdo do musculo liso, sendo que o nivel de contracdo € maior do que seria

esperado para um dado nivel de Ca?* (SCHAAFSMA et al., 2006).

1.8 Oxido nitrico, Estresse Oxidativo e Isoprostano

O oxido nitrico (NO) no trato respiratorio é fabricado por diversas células,dentre
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as quais detacamos: células epiteliais, células inflamatoérias (macréfagos, neutrofilos
e mastocitos), nervos e células endoteliais vasculares. A partir de sua producéo, ele
se dissipa rapidamente a partir do local onde foi sintetizado, atravessando membranas
celulares, e interagindo com sitios moleculares intracelulares. O NO €& um gas
excessivamente reativo; trata-se de radical livre que possue grande capacidade de
interalcao e reacdo com demais moléculas, tais como: o oxigénio, radicais superoxido
ou metais de transicdo (RICCIARDOLO, 2004).

As Oxido nitrico sintases (NOS) séo as enzimas que tem como funcao catalisar
a formacdo de NO através da conversdo enzimatica da arginina em citrulina
(CHAPMAN et al., 2001); endogenamente ele € sintetizado por uma das trés isoformas
de NOS, com diferentes atividades, sendo que duas sédo consideradas constitutivas
(eNOS, derivada do endotélio; e nNOS, derivada dos neurdnios) envolvidas na
vasodilatacao e broncodilatacdo, e uma NOS induzida (iNOS) (CHAPMAN et al., 2001;
RODWAY et al., 2009). A iNOS é estimulada por diversas citocinas pré-inflamatorias
e é expressa em alguns tipos de células inflamatorias (RICCIARDOLO et al., 2004;
PRADO et al., 2005; PRADO et al., 2006).

O NO aparentemente, age sob varios mecanismos fisiopatolégicos que
desencadeiam alteracdes funcionais e histopatolégicas que sdo evidenciadas em
pacientes que possuem doencas inflamatérias pulmonares, sendo que a sua
atribuicdo depende principalmente da enzima pela qual foi produzido (PRADO et al.
2006).

Barnes (1996) postula que o NO derivado da enzima nNOS apresenta efeito
benéfico na asma, sendo responsavel pelo relaxamento da musculatura lisa
brénquica, sendo presente nos nervos do sistema NANC; porém o NO derivado da

enzima eNOS pode ser responsavel por gerar a vasodilatacdo nas arteriolas, e
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conseguentemente ocasionar extravasamento de plasma e edema. Ja o NO advindo
de enzimas INOS tem efeito vasodilatador, que gera extravasamento de plasma,
aumento da secrecdo do muco e também ativacdo indireta de células Th1l/Th2
contribuindo para os sinais e sintomas da asma.

Prado et al. (2006) concluiram que ha incremento da expressao de iINOS em
eosinodfilos e células linfomononucleares, nas vias aéreas distais de animais
sensibilizados com ovoalbumina, afirmando crucial atuacdo do Oxido nitrico em
modelo de asma experimental em cobaias. Outro estudo de 2015 observou ainda que
a isoforma nNOS, embora tenha caracteristica constitutiva, esteve presente em
células inflamatdrias (eosinodfilos e linfomononucleares) e a quantidade de células que
expressam tal isoforma é significativamente maior nos animais sensibilizados com
ovoalbumina (PIGATI et al. 2015).

Prado et al. (2005) observaram que a inibicdo cronica da producdo de NO
alterou em especial, os valores de resisténcia basal ap6s desafio antigénico. Em
contrapartida, a inibicdo aguda da producdo de NO alterou os valores de elastancia
do sistema respiratério nos animais sensibilizados, fato que nos permite inferir um
efeito broncodilatador do NO nas vias aéreas distais. Diversos estudos do nosso grupo
de pesquisa ja evidenciaram associagdo entre inflamacao pulmonar alérgica crénica
e aumento de Oxido nitrico exalado e também acréscimo da expressédo de iINOS (em
vias aéreas e em parénquima pulmonar) no modelo de asma experimental em cobaias
RIGHETTI et al. 2014; DOS SANTOS et al. 2018; CAMARGO et al. 2018). Embora o
NO por si sO, ndo seja fundamentalmente citotoxico, ele pode agir como um agente
citotoxico ou citoprotetor, a despeito das condi¢Bes intracelulares evidenciadas
(POSSA et al., 2012).

A associacao do NO com radicais livres, como o oxigénio, € responsavel por
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produzir compostos reativos nitrogenados que desempenham funcdes fisiologicas e
também sao importantes na aniquilacdo de microorganismos (RICCIARDOLO et al.,
2004; RODWAY et al.,, 2009). Porém, paciente asmaticos possuem células
inflamatorias com capacidade exacerbada de produzir radicais livres quando
comparadas & controles, os quais favorecem altas concentracbes de compostos
reativos nitrogenados (JARJOUR E CALHOUN, 1994), o que pode ter efeito maléfico
sobre a homeostase. Ao serem expostas ao estresse oxidativo as vias aéreas
produzem o peroxinitrito (ONOO"), trata-se de um dos potentes oxidantes formados
pela reacéo entre NO e oxigénio (O2), sendo ele responsavel por varias alteragdes,
dentre elas estimulo a degradacéao de lipideos, proteinas e carboidratos e ainda leséo
ao DNA, as quais podem alterar func@es celulares e fomentar respostas inflamatérias.

Wu et al. (2020) designam ao NO ainda, uma possibilidade de converséo a
nitrato, que seria responsavel por oxidar proteinas e favorecer ainda mais o estrese
oxidativo.

O estresse oxidativo esta associado a contracdo da musculatura lisa nas vias
aéreas (RHODEN et al., 1989), sendo responsavel ainda por induzir a HRVA nestas
(KATSUMATA et al., 1990), promover a hipersecrecéao bronquica (DOELMAN et al.,
1990), induzir a lesdo epitelial e consequente exsudagéo vascular (DEL MAESTRO et
al., 1981), sendo designado como protagonista na fisiopatologia da asma (DOELMAN
et al., 1990).

A interacdo de agentes oxidantes e a membrana celular desencadeia
peroxidacao lipidica da membrana celular, fato que € associado a formacdo de
diversos compostos bioativos analogos as prostaglandinas, denominados
isoprostanos (MORROW, 2006).

Os isoprostanos participam de diversas e diferentes funcdes bioldgicas e sdo
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fundamentalmente responsaveis pela mediacdo de alguns panoramas da lesao
oxidativa (MILNE et al., 2007); eles sdo produzidos via peroxidacdo do acido
araquidoénico, por meio de reacao catalisada por radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (ROS) (LAWSON et al., 1999).

A formacao dos isoprostanos podem produzir 64 estruturas isomeéricas, dentre
as quais o 15F2t-isoprostano (anteriormente chamado 8-iso-PGF2a) é o melhor
caracterizado (LAWSON et al., 1999). O 15F2t-isoprostano tem acao contratil pormeio
de ligacdo a receptores tromboxane A2 no musculo liso das vias aéreas (JANSSEN
et al., 2000). Ademais, ele € capaz de causar aumento da resisténcia pulmonar,
indicando que o 15F2t-isoprostano pode ser um dentre tantos, 0s responsaveis pela
limitagdo ao fluxo aéreo na asma, visto que ha também outros mediadores
sabidamente atuam nesta funcéo (SHIRAKI et al., 2008).

O conceito de ROS foi utilizado para denominar a quimioluminescéncia luminol
de mondcitos humanos ativados em 1982 (SEIM et al. 1982) e compreendem:
superoxido(O™2), peroxido de Hidrogénio (H202, e hidroxila (HO), alguns
intermediarios do lipidio mediado por radicais livres de peroxidacdo, como radical
peroxil (RO2) e oxigénio isolado (O2) e também perdxidos orgénicos (pH) e
peroxinitrito (ONOQO~), o ultimo produto da reacdo entre e O~ 2 e NO (NATHAN et al.
2010).

As ROS sé&o produzidas fisiologicamente e sob condi¢cbes normais e de
homeostase, através das reacbes endogenas de auto-oxidagdo enzimatica e sob
exposicdo a compostos xenobioticos. As fontes de producdo podem ser localizadas
em diversos sistemas subcelulares, como membrana plasmatica, citosol,

peroxissomos ou membranas de organelas (DAIBER et al. 2017).
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As ROS sédo produzidas pelo metabolismo intracelular normal nas mitocéndrias
e peroxissomos; sao um sistema complexo de defesa antioxidante, composto por
enzimas antioxidantes e redutores de baixa massa molecular o qual neutraliza e
regula as ROS a niveis fisiologicos (COUTO et al. 2016). Tais enzimas antioxidantes
agem de maneira coordenada e incluem diversas substancias dentre elas: catalase,
superéxido dismutase, glutationa peroxidase e peroxirredoxinas; cada um destes,
composto por varias isoformas com substratos especificos e em diversas localizacdes

celulares (RHEE et al. 2017).

O estresse oxidativo € por definicAo um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupcao da sinalizacdo redox
e controle e/ou dano molecular (SIES et al. 2017). O estresse oxidativo advém de um
incremento exacerbado na producdo de ROS e o sistema antioxidante encontra-se
sobrecarregado, os efeitos adversos advindos do aumento nos niveis de ROS
ocasionam dano oxidativo as proteinas, lipidios e também ao DNA. Nao obstante, a
ampliacdo dos niveis de ROS podem levar a diferentes sinais de estresse, que por
sua vez geram a ativacéo de vias de sinalizacéo e tais ativacbes, podem somatizar
efeitos deletérios ou funcdes potencialmente adaptativas (LIU et al. 2005).

Portanto é de vital relevancia distinguir o estresse oxidativo fisiolégico do
estresse oxidativo citotéxico (LUSHCHAK et al. 2014). A Figura 3 mostra como a
intensidade do estresse oxidativo pode ser classificada em diferentes graus em
relacdo as respostas e resultados celulares; a intensidade da resposta ao estresse
oxidativo permite que os sistemas biologicos reajam de maneira adequada a estes

desafios de maneira dose-dependente (SIES et al. 2017).
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Adaptado de Magnani et al. 2020

As NADPH oxidases (NOX) (DAIBER et al. 2017) e a cadeia mitocondrial de
transporte de elétrons (ZOROV et al. 2001), sdo designadas como as fontes de
producdo de ROS em diferentes situacdes fisiopatoldgicas; tal producéo € uma funcao
mitocondrial biologica, devido ao seu papel chave na sinalizacdo celular para apoiar a
integridade desta organela e respostas que controlam a homeostase (TOPF et al.
2018). As NOX sao uma familia de enzimas que tem como funcdo mediar a producao
celular de ROS, transferindo elétrons do NADPH, para reduzir Oz a O27, as enzimas
NOX contribuem com importantes processos biologicos e fisiopatologicos; apesar de
sua principal funcdo ser a defesa contra patdgenos, eles participam da resposta
inflamatoria, regulacdo do crescimento e diferenciagdo celular, sinalizacdo, além de
apoptose (VAN DER VLIET et al. 2018).

Em uma situacdo de inflamacdo o complexo NOX é formado e ativado para

gerar ROS e degradar microrganismos ingeridos por mecanismos oxidativos (VAN
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DER VLIET et al. 2018). Sao conhecidas sete isoformas de NOX : NOXz1, NOXz2, NOXs3,
NOXas, NOXs e duas de peso molecular superior chamadas oxidases duplas, DUOX1
e DUOX:z (ZHANG et al. 2020). Ainda que todas as estruturas de isoformas
compartilharem dos mesmos dominios funcionais principais, cada NOX apresenta
diferentes regulacdes, ativacdes e localizacdes subcelular. As isoformas NOXz1, NOXz,
NOXs4 e NOXs sdo encontradas citoplasma (PAIK et al. 2014); porém as isoformas
NOX1e NOX2 geram Oz (VAN DER VLIET et al. 2018), enquanto NOX4 é responsavel
pela producgéo basal de H202 (TAKAC et al. 2011), e a NOXs também produz H202,
porém dependente de Caz* (GUZIK et al. 2008). A atividade aumentada de NOX que
leva a um aumento producédo de espécies oxidantes como Oz~ e consequentemente
H202, tem sido amplamente associada a varias situacdes (VAN DER VLIET et al.
2011).

Em relacéo as fungdes de sinalizacdo, quando as ROS séo liberadas de forma
regulada e deliberada das NOX, elas podem ativar a tirosina fosfatase; esta enzima
esta envolvida em fosforilacdo de numerosos fatores de transcricdo, os quais séo
necessarios durante a modulacdo de atividades celulares como: proliferacéo,
diferenciacéo e apoptose (DIKALOV et al. 2011). Todos os membros da familia NOX
séo proteinas multitransmembranares contendo um flavocitocromo b558 (gp91phox)
que estad associada a outra proteina transmembrana, a p22phox. A subunidade
gp91phox contém sitios de ligacdo para NADPH e FAD, além de 2 grupos heme
necessarios para o transporte de elétrons transmembrana de NADPH para O,
gerando O2". A ativacdo da enzima depende da fosforilacdo de 3 proteinas
reguladoras citosolicas (p47phox, p67phox, p40phox) e junto com GTPase e Rac: eles

se direcionam para os sitios transmembrana formando o NOX funcional, desta
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maneira a enzima passa a estar rapidamente ativada contra diferentes estimulos

celulares (VAN DER VLIET et al. 2008) (Figura 4).

NO e Estresse Oxidativo
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Figura 4 - Esquema da via do estresse oxidativo e a participagéo do isoprostano

1.9 Vias Sinalizadoras NFkB

Os fatores de transcricéo favorecem a ligacao entre a sinalizacéo precoce dos
eventos da membrana-proximal e as alteracdes na expressao génica; o NFkB é um
dos fatores de transcricdo mais bem caracterizados, € encontrado em todas as
células nucleadas e ativado por uma variedade de estimulos, além de regular ou
cooperar com muitos outros fatores de transcri¢éo, por exemplo, c-Fos, c-Jun, c-Myc,
Elk-1 (HAYDEN et al., 2012). As citocinas pertencentes a familia TNF induzem a
transcricdo rapida de genes que regulam a inflamacdo, sobrevivéncia celular,
proliferacdo e diferenciacdo, principalmente por meio da ativacdo da via NF-kB
(HAYDEN et al., 2014).

O NFkB executa importante papel regulatério na expressao de diversos
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genes, a maioria dos quais codificam proteinas que desempenham papel importante
e muitas vezes determinante em processos imunes e inflamatorios (HAYDEN et al.,
2014); suas ac0Oes sdo consideradas superiores em relacéo a todos os outros fatores
de transcricdo ja caracterizados (XIAO, 2004); tal superioridade € atribuida aos
varios estimulos que o ativam como: citocinas, Oxido nitrico sintase induzida,
neurotransmissores, neurotrofinas, proteinas neurotoxicas, lipocorticoides, peptideo

natriurético atrial, ceramidas, virus e bactérias (LIU et al., 2017).

A molécula de NFxB possui 5 subunidades, caracterizada por conter uma
porcdo N terminal bem conservada com cerca de 300 aminoacidos (RHD — Rel
homology domain) — que se subdividem em uma regido que se liga ao DNA e uma
outra chamada de dominio de dimerizacdo; nesta ultima, encontra-se um sinal de
localizacéo nuclear (SLN); a regido C-terminal difere entre cada subunidade, sendo
gue as subunidades p65, c-Rel e RelB contém um dominio de transativacao,
necessaria para iniciar a atividade transcricional (HART et al., 1998).

A ativacao do NFxB é independente do estimulo, parece haver participacéo
de ROS e o aumento de célcio intracelular para que ela ocorra; sem o estimulo, o
fator NFkB permanece no citoplasma ligado a uma proteina inibitoria: o IkB o que
impede a translocacdo do NFkB para o nucleo. Portanto a fosforilacdo e a
degradacdo do IkB (Figura 5) sdo necessarias para que ocorra a translocacao

(TRIPATHI et al., 2006).

De acordo com Gagliardo et al. (2003), a ativacdo exacerbada do NFxB
perdura a liberacdo de diversos mediadores inflamatérios caracteristicamente ja

conhecidos na asma grave (GAGLIARDO et al. 2003).
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Figura 5 - Ativacdo do NF«B e sua ligagéo no estresse oxidativo.

1.10 Efeitos do Material Particulado

A inflamacéo é a principal causa de doencas respiratérias, e a exposi¢ao curta
ou crénica a MP pode estimular a inflamacéo local do sistema respiratério. Estudos
experimentais sugerem que a deposicdo de MP nas células epiteliais das vias aéreas
desencadeia e ativa cascatas de sinalizagdo inflamatoria, que podem influenciar e
alterar as respostas imunolégicas e inflamatérias sistémicas (HE et al.
2017). Substancias presentes no MP s&o capazes de provocar e/ou exacerbar uma
inflamagéo aguda (SHADIE et al. 2014), e promover danos oxidativos nas vias aéreas
e tecidos pulmonares (RAO et al. 2018; LIU et al. 2018).

As substéancias carreadas pelo ar sdo compostas em geral, por um nucleo
carbonaceo relativamente inerte, no qual uma variedade de hidrocarbonetos
poliaromaticos, quinonas, metais e compostos organicos volateis que podem ser

absorvidos pelo trato respiratorio (FULKERSON et al. 2005). Muitos desses
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compostos sao responsaveis por induzir o estresse oxidativo, em resposta ao estresse
gerado as células epiteliais das vias aéreas (GUO et al. 2017). Consequentemente o
estresse oxidativo local gera a producdo de citocinas pro-inflamatorias que
impulsionam a producéo de citocinas associadas a Thz, como IL-4, IL-5 e IL-13, bem
como de quimiocinas que irdo perpetuar a inflamacéo (HE, ICHINOSE et al. 2017).

A inflamacéo e as ROS no pulmao inicialmente sdo resolutivas com o objetivo
de remover os estimulos prejudiciais e iniciar o reparo tecidual, porém, a persisténcia

da agressao, inflamacdo pulmonar e o desequilibrio nas ROS e na resposta

antioxidante podem causar efeitos sistémicos e cronicos (RAO et al. 2018).

O papel do estresse oxidativo pulmonar e varios padrées moleculares esta
associado a danos, incluindo lipoproteinas modificadas oxidativamente (0XDNA,
ssRNA, dsRNA) e proteina mitocondrial, e seu impacto pela ligacdo a varios
receptores, incluindo os receptores Toll-like (TLRS) e receptor para produtos finais de
glicacdo avancada (RAGE) no desencadeamento da producdo de citocinas e

qguimiocinas sistémicas (HE; ICHINOSE et al. 2017).

A exposicado ao MP pode estimular a superexpressao de genes para fatores de
transcricdo e citocinas que desencadeiam a resposta inflamatoéria e a lesdo (ZHANG
et al. 2018). A exposicao a suspensdo de MP, as fracdes hidrossolluveis e insollveis
de MP resulta em aumento da morte celular, incremento de espécies reativas de
oxigénio (ROS), interrupcdo do potencial transmembrana mitocondrial e ativacdo do
fator nuclear NFxB em células endoteliais humanas (WEI et al. 2011). A suspensao a
fracbes de MP desencadeia a ativagdo do NF«B, resultando em citotoxicidade por
meio de um processo apoptotico. Macréfagos humanos expostos a fumacga ex
vivo mostram producdo aumentada de citocinas com IL-6 e IL-8 e diminuicdo da

fagocitose e explosdo oxidativa de maneira dose-dependente (NADEAU et al.
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2010). Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ambientais e particulas de
escapamento de diesel afetam a funcao das células T reguladoras (Treg) (NADEAU
et al. 2010). O comprometimento de Treg esta associado ao aumento da metilacao
do DNA do fator de transcrigdo FOXPs, um fator de transcricdo chave na atividade de

Treg (STELMASZCZYK-EMMEL et al. 2015).

O estresse oxidativo desempenha um papel essencial na fisiopatologia da
doenca pulmonar e estd relacionado a exposicdo aos poluentes O3, NO e MP
(ERZURUM et al. 2016). O estresse oxidativo induzido por MP é um importante
mecanismo de toxicidade mediada por MP e pode surgir da geracdo direta de ROS
na superficie de particulas, compostos sollveis como metais de transicdo ou
compostos organicos. Além disso, pode surgir de mitocondrias alteradas ou
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e ativacao de células
inflamatodrias capazes de gerar ROS e espécies reativas de nitrogénio (GUO et al.

2017).

O MP contém radicais livres ambientalmente persistentes, numerosos produtos
quimicos organicos revestidos em MP podem ser ativados metabolicamente e
aumentar as ROS intracelulares (LI et al. 2015). A exposicdo aumentou
significativamente a resposta inflamatéria das vias aéreas através da ativacao

mediada por ROS e vias de sinalizacdo NFxB (WANG et al. 2017).

O desequilibrio oxidante/antioxidante esta implicado na patogénese de
doencas que afetam todos os sistemas organicos, incluindo o pulméo e a vasculatura
pulmonar. As ROS induzidas por MP podem funcionar como moléculas de sinalizagéo

para desencadear a translocacdo do fator nuclear tipo 2 (Nrf2) para o nucleo,
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resultando em transcricdo alterada de enzimas antioxidantes (LEGAL et al. 2017)

(Figura 6).

Além disso, MP induziu a expressé@o génica de enzimas envolvidas na via do

metabolismo xenobidtico e parametros de estresse oxidativo foram altamente

correlacionados com expressdo génica e secrecdo proteica de mediadores

inflamatoérios (CACHOH et al. 2014).

© MP:s

cov
248 2%

L

Epitélio das
vias aéreas

célula S5y
eosincfilo

fibroblasto
muscular

e mastdcito
inibigdo de

células
dendriticas \

/ Vi
Aumento
TH2/TH17

Suscetibilidade genética

Exposicao a MP

® MP
HAP METAL
P X Y S(¢ LI R
A HUol e o
PKER \ X
pkma ESTRESSE —— o] \
STAT-1 OXIDATIVO N epitelial
T @\
dano a
Peroxidacdo lipidica x_mit°c°”d”a
reprogramacao X "-\
metabdlica \, Mutagenicidade \ —
oxidagdo proteica SE_,,-/---“'».;’”
! I il \
Inflamagdo A
| e~ ° =

PIORA \

Hipersecre¢do de Muco

Figura 6 - Adaptado de LI, et al. 2018

1.5 Modelos Experimentais de Inflamacgdo Pulmonar Alérgica Crbnica
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Com a finalidade de obter mais dados e conhecimento a respeito da

fisiopatologia da asma, e também direcionar e inserir novas estratégias terapéuticas,

os modelos experimentais vem sendo usados como alternativa nos estudos cientificos

(CAMARGO et al. 2018; DOS SANTOS et al. 2018; PIGATI et al. 2015; POSSA et al.

2012; PRADO et al 2006); sua abordagem envolve a sensibilizacdo de camundongos
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por meio da injecdo intraperitoneal de alérgeno, como o objetivo de promover
sensibilizacdo ativa e sistémica, ou exposicdo local, normalmente associado ao
material adjuvante, como por exemplo o Hidroxido de Aluminio — Alumen (AI[OH]s).
O objetivo destes modelos, € gerar resposta inflamatoria eosinofilica
caracteristica da asma, que no caso, € dependente do envolvimento de citocinas de
perfil Th2 (HUSSAIN et al., 2001); seguido de um desafio pulmonar (local) com a
utilizacdo deste mesmo alérgeno, os camundongos sensibilizados sdo estudados
guanto ao fenotipo asmatico, por desenvolverem sinais caracteristicos da doenca:
hiperresponsividade das vias aéreas; elevacdo de imunoglobulina (lg) sérica,
principalmente imunoglobulina E (IgE) e imunoglobulina G (IgG); remodelamento da
MEC, que inclue espessamento da membrana basal, alteracfes epiteliais, aumento
de massa muscular lisa, fibrose subepitelial, deposicdo de colageno; além de

mudancas nas estruturas vasculares. (ARANTES-COSTA et al., 2008).

2. JUSTIFICATIVA

Os efeitos da poluicao decorrente do processamento do pé de minério de ferro
ainda néo estado bem estabelecidos na literatura.

A fisiopatogenia da asma permanece sendo elucidada com diversos estudos,
porém sabe-se que ela pode ser exacerbada por diversos fatores, dentre eles a
poluicdo atmosfeérica.

Os efeitos da exposicédo ambiental ao p6 de ferro sobre aspectos da mecanica
do sistema respiratorio, inflamacéo, remodelamento da matriz extracelular, estresse
oxidativo ainda ndo foram estudados em modelos experimentais de inflamacéo

pulmonar alérgica.
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3. OBJETIVOS

No presente projeto, serdo estudadas as repercussodes funcionais da exposicao
ambiental ao processamento do pé de minério de ferro em Vitéria — ES através de
estudos de hiperresponsividade & metacolina, a resposta inflamatoria, tanto celular
quanto do perfil de citocinas, estudo da expressao do fator de transcricdo NFxB, a
resposta de ativacdo da via do estresse oxidativo (particularmente relacionada a
avaliacdo da expressdo de isoprostano, INOS), o remodelamento da matriz
extracelular através das fibras coldgenas, além dos mecanismos controladores destas
respostas, como ativacédo de metaloproteinases, TGF-, TIMP-1 em duas estac¢des do

ano (verao e inverno).

3.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos do p6 de ferro e de material particulado fino em
camundongos com inflamacdo pulmonar alérgica crénica avaliando a
hiperresponsividade & metacolina, respostas inflamatérias, de remodelamento e de
estresse oxidativo no verdo e no inverno. Além disso, avaliar o possivel mecanismo

celular envolvido nestas respostas.

3.2 Objetivos Especificos

A) Hiperresponsividade a metacolina;

B) Quantificar o 0xido nitrico exalado (NOex);

C) Avaliar nas paredes das vias aéreas:
- Infiltrado celular para eosindfilos, linfocitos, neutrofilos e macrofagos;
- Elementos da matriz extracelular: fibras colagenas e TGF-§3;

- Expresséo celular de MMP-9, MMP-12 e TIMP-1;



- A resposta de estresse oxidativo: INOS, 8-iso-PGF-2 e GP91phox;
- Expresséao celular de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-17);

- Expresséao celular e atividade do NF«B.

52
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4. MATERIAIS e METODOS

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (n°
918/2017).

Para o desenvolvimento do nosso estudo, fizemos uso de camundongos
BALB/c do sexo masculino; estes provenientes do Biotério que estad presente na
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo; estes animais foram mantidos
sob cuidados de acordo com o “Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio”,
publicado pelo National Institute of Health (NIH publication 85-23, revisado em 1985).
Em média, os animais deste estudo apresentaram peso corporal de aproximadamente
20-25g avaliado no momento em que iniciado este o protocolo experimental, a idade

deles foi em média de 6-8 semanas.

4.1 Grupos Experimentais

Cada um dos grupos abaixo descritos dos modelos experimentais foi analisado
no verdo e no inverno. O periodo da analise dos animais do grupo verdo foi de
novembro de 2018 a fevereiro de 2019, e no grupo inverno de junho a setembro de

2019.

Modelo de Inflamacdo Pulmonar Alérgica Cronica e/ou Exposicdo Ambiental

- Grupo SAL: inalagbes com soro fisiolégico estéril e mantidos no biotério (n=12);
- Grupo SAL-local 1 (SAL L1): inalagbes com soro fisioldgico estéril e exposicao
ambiental no local 1 regido do polo minerador na cidade de Vitoria-ES (n=12);
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- Grupo SAL-local 2 (SAL L2): inalagcbes com soro fisioldgico estéril e exposicao
ambiental no local 2, no terraco de um hotel ha 5km do local 1 na cidade de Vitéria-
ES (n=12).

- Grupo OVA: inalagbes com solucédo de ovoalbumina e mantidos no biotério (n=12);
- Grupo OVA-local 1 (OVA L1): inalagdes com ovoalbumina e exposi¢cdo ambiental
no local 1 regido do polo minerador em Vitéria-ES (n=12);

- Grupo OVA-local 2 (OVA L2): inalagdes com ovoalbumina e exposi¢cado ambiental
no local 2, no terraco de um hotel hd 5km do local 1 na cidade de Vitéria-ES (n=12);

O numero total de animais de cada grupo foi de 24 animais, 12 animais em

cada estacdao.

4.2 Protocolo de Inflamagé&o Pulmonar Alérgica Crdnica

O modelo de inflamacdo pulmonar, foi iniciado por meio da injecdo de um
antigeno, ovoalbumina (OVA), por via parenteral como objetivo de promover a inducéo
de sensibilizacao sistémica, posteriormente este mesmo antigeno, foi administrado
por via inalatdria para atingir os pulmdes, alvo principal do estudo e o foco do processo
inflamatorio; este protocolo teve a duracdo de 29 dias, como previamente descrito
(POSSA et al. 2012).

Foi injetado via intraperitoneal (i.p.) nos camundongos uma solucdo de 50 mg
de ovoalbumina (Sigma - Aldrich) + 6 mg de Hidroxido de Aluminio — Alumen
(Pepsamar, Sanofi-Synthelabo S.A., Rio de Janeiro, Brasil) totalizando um volume 0,2
ml nos dias 1 e 14 do protocolo; nos dias 22, 24, 26 e 28 do protocolo os animais
foram colocados em uma caixa de acrilico (30 x 15 x 20 cm) acoplada a um
nebulizador ultrassénico (US — 1000, ICEL, Sao Paulo, Brasil) e foram expostos a

inalacdo de aerossol de OVA por 30 minutos, diluida em soro fisiologico 0,9% (NaCl)
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com concentracdo de 10 mg/ml (1%). J& o grupo controle recebeu via i.p. solucéo
salina (NaCl 0,9%) + hidréxido de aluminio (Alumen) (6 mg) e nos dias dos desafios
inalatorios foram expostos a inalacdo de aerossol de solucdo salina 0,9% por 30

minutos (POSSA et al. 2012).

4.3 Protocolo de Exposicdo Ambiental

Nos grupos de exposicdo ambiental os animais do modelo experimental de
inflamacdo pulmonar alérgica cronica foram expostos em dois pontos de Vitéria no
estado do Espirito Santos — ES, Brasil, conforme ilustrado na Erro! Fonte de r
eferéncia ndo encontrada. (Fonte: Google Maps, 2022). Local 1 localizado dentro da
empresa mineradora e local 2 localizado no terraco de um Hotel na llha do Boi h4d 5
km de distancia do local 1. A corrente de ar local direciona os residuos de pelotizacao

em direcdo ao local 2 gerando formacdo de MP e suspensdao de particulas do

ambiente.
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Flgura 7 - Locais de exposicdo ambiental.

Locall regido do pélo minerador 1, local 2 (Terraco de hotel localizado na llha do Boi) regido do
pélo minerador 2 localizado & 5 km do local 1. Imagem captada do google maps, 2022.
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Os animais do modelo de inflamacéo, apos o dia 14 do protocolo experimental
com a ovoalbumina, foram enviados para a cidade de Vitoria, onde permaneceram
por duas semanas e retornaram para a cidade de S&do Paulo — SP, Brasil no dia 30 do
protocolo experimental para a avaliagdo da mecanica pulmonar e histopatologia
pulmonar. Os grupos experimentais de inflamacao foram realizados nos periodos do

verao de 2018 e do inverno 2019.

0 14 22 24 26 28 29
P IP Inalagdo Inalagdo Inalagdo Inalagio  Mecénica
(OVA + (OVA + (OVA=1% (OVA=~1% (OVA=1% (OVA-1% e

ANOH),) A{OH),) 30 min) 30 min) 30 min) 30 min) o o
histopatologia

ES - SP

Figura 8 - Protocolo de exposicdo ambiental no modelo de inflamagéo pulmonar alérgica cronica.

4.4 Oxido Nitrico Exalado (NOex)

A avaliacdo do NOex deu-se 24 horas apés a ultima inalagdo, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg, via i.p.), traqueostomizados e
ventilados mecanicamente através de um ventilador para pequenos animais com
frequéncia de 150 respiracdes/min com um volume corrente de 10 mL/kg (FlexiVent,
Scireq, Montreal, Canada). Posteriormente, foi realizada a mensuracdo do NOex,
como previamente descrito (LEICK-MALDONADO et al., 2004; PRADO et al., 2005;
PRADO et al. 2006). Resumidamente, apds o animal ser estabilizado no ventilador,
foi adaptado a valvula inspiratoria deste ventilador, com objetivo de evitar a

contaminagcdo ambiental, um baléo de coleta do NOex por um periodo de 10 minutos.
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O NOex foi medido por meio da técnica de quimioluminescéncia, onde foi utilizado
analisador de resposta rapida (Sievers Instruments, Boulder, EUA), este analisador foi
previamente calibrado com uma fonte certificada de NO de 47 partes por bilh&do (ppb)
(White Martins, Séo Paulo, Brasil) e um filtro de NO (Sievers Instruments, Boulder,
EUA), com o objetivo de manter o ar inspirado completamente livre de NO

anteriormente a de cada medida (POSSA et al., 2012).

4.5 Hiperresponsividade a Metacolina

As avaliacbes de mecénica respiratéria e histopatologicos foram também,
realizados 24 horas ap6s o ultimo desafio inalatério (ARANTES-COSTA et al., 2008).
Neste dia, os animais foram anestesiados com Tiopental (50 mg/kg i.p.) e
traqueostomizados; na traqueostomia foi inserida uma canula de plastico e fixada com
fio pelo orificio desta. Os animais foram entdo, acoplados ao aparelho de ventilagéo
mecénica para pequenos animais (FlexiVent, Scireq, Montreal, Canada) e mantidos
sob volume corrente de 10 mi/kg, frequéncia respiratoria de 150 ciclos/min, mantendo
curva de fluxo inspiratorio senoidal. Com o objetivo de abolir o esfor¢o ventilatorio, os
animais receberam nova i.p. de pancurénio (0,2 mg/kg i.p.). Desta maneira, foram
obtidos os valores de pressdo e a impedancia da via aérea (Pressdo/Fluxo) foi
calculada como funcgéo das diferentes frequéncias produzidas.

Usando uma janela de sobreposicdo de 75% no sinal de 16 segundos, 3 blocos
de 8 segundos foram usados para o calculo dos parametros da mecanica oscilatoria
(i), segundo a equagao: Z(f)=Raw+i(2mf)Law+ [Gtis=iHtis]/(21f)a. Os parametros que
buscamos para descrever o modelo pulmonar sao resisténcia do sistema respiratdrio

(Rrs), elastancia do sistema respiratério (Ers), resisténcia de vias aéreas maiores
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(Raw), resisténcia de vias aéreas menores ou tecido pulmonar (Gtis) e elastancia de
tecidos pulmonares (Htis).

Foi realizada a curva dose resposta & metacolina, contendo 3 doses da droga
3,30 e 300 mg/mL, com o objetivo de avaliar a resposta broncoconstritora das vias
aéreas e parénquima pulmonar. Os resultados obtidos, foram expressos em
porcentagem de aumento em relacdo ao basal para as variaveis captadas por meio

do ventilador mecanico.

4.6 Analise do Fluido do lavado broncoalveolar (FLBA)

Posteriormente, foi realizada a coleta do fluido do lavado broncoalveolar (FLBA)
através da instilacdo pela canula traqueal com uso de seringa, de 0,5 ml de solucéo
salina (NaCl 0,9%) por 3 vezes (total volume 1,5mL). O volume recuperado, cerca de
80%, foi centrifugado a 1000 rotagdes por minuto (rpm), a 5°C, por 10 minutos. Foi
realizada a ressuspensao do botédo celular em 400uL de salina. A contagem total de
células foi realizada através de microscopia 6tica com o hemocitémetro de Neubauer
(400x). Para a realizacdo da contagem diferencial, 100yL do FLBA foram
citocentrifugados a 450 rpm durante 6 minutos e apés seca, a lamina foi corada pela
técnica de Diff-Quick. A contagem diferencial das células foi realizada por meio de um
microscopio 6tico com objetiva de imersdo (1000X) e definida a partir do achado de
300 leucécitos/lamina e a diferenciacao seguindo critérios hemocitologicos ja descritos
na literatura, para diferenciacdo de neutrdéfilos, eosindfilos, linfocitos e macrofagos
(MARTINS-OLIVEIRA et al., 2016).

Apobs, os camundongos foram eutanasiados mediante injecéo i.p. de Tiopental

(150mg/Kg i.p), exsanguinados por puncao da artéria aorta; aberta a parede toracica
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anterior e os pulmdes removidos em bloco junto ao coragao para posterior fabricacéo
de laminas e realizacdo das analises histologicas, histoquimicas e

imunohistoquimicas (MARTINS-OLIVEIRA et al., 2016).

4.7 Histologia e Imunohistoquimica

Os pulmdes foram fixados com objetivo de homogeneizar a distensdo do
parénquima pulmonar em formaldeido 4% & pressédo constante de 20 cmHz20, por
24horas; ap6s, mantidos em alcool 70% por até 36 horas, posteriormente cortados em
seu maior eixo, e também no eixo transversal, fato que torna possivel amostrar a
arvore respiratoria da melhor forma, para o processamento histolégico rotineiro. Este
material foi sujeito as técnicas histolégicas com parafina, para a aquisicdo de cortes

de 4um de espessura, as laminas foram coradas conforme a descri¢do a seguir:

- Picro- Sirius (fibras coldgenas) — os cortes foram desparafinados e levados a agua,
corados por 1 hora no Picro-Sirius, a temperatura ambiente e posteriormente lavadas
em agua corrente (5 minutos), apds os cortes foram corados pela Hematoxilina de

Harris (6 minutos) e posteriormente lavados em agua corrente (10 minutos).

- demais amostras — seguindo sequéncia de recuperacdo antigénica, bloqueio e
incubacdo com anticorpo primario (Tabela 1), incubagdo com complexo secundario,
coloracdo e contraste, sendo descrito como: primeira desparafinacdo, seguida de
hidratacdo, digestdo ou recuperacdo do antigeno a alta temperatura na panela de
vapor por 50 minutos (anti-IL4, anti-IL5, anti-IL10, anti-IL13, anti-IL17) ou panela de
pressdo por 1 minuto (anti-iNOS, anti-NF-kappaB, anti-TGF-B, anti-TIMP1, anti-

MMP9, anti-MMP12, anti-isoprostano, anti-GP91phox) usando tampdes de citrato
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Ph6. Apds, foi realizado o bloqueio de peroxidase usando 10 volumes de peréxido de
hidrogénio (3%) durante 5 minutos e lavado 3 vezes com PBS. Os anticorpos diluidos
foram pipetados no tecido e as laminas incubadas em camara Umida durante a noite

(18 a 20 horas).

ApGOs a incubagédo das laminas, estas foram lavadas com PBS e incubadas em
camara Umida com o anticorpo secundario vetor (coelho, rato, cabra ou camundongo)
por 30 minutos a 37°C, e lavadas novamente 3x3 minutos com PBS e posteriormente
incubadas em camara Umida com o Complexo Conjugador Vector AB por 30 minutos
a 37°C, lavadas novamente em PBS e desenvolvidas na solugdo cromogénica (70mg
de DAB por 110 ml de tris-HCL). As laminas foram coradas em Hematoxilina de Harris

e as em seguida montadas com laminulas.

Os cortes do pulmao foram analisados usando a técnica de morfometria

convencional descrita subsequentemente.



Marcador Diluigio Anticorpo Especificagbes
Primario
. . 5C-53084 Mouse Monoclonal; Sta Cruz
IL-4 1:15000 Anti-cabra Biotechnology, CA, USA
i . 5C-395334 Mouse Monoclonal; Sta Cruz
IL-5 1:100 Anti-coelho Biotechnology. CA. USA
i . SC-1783 Goat monoclonal; Sta Cruz
IL-10 1:150 Anti-cabra Biotechnology, CA, USA
: . 5C-393365 Mouse Monoclonal, Sta Cruz
IL-13 1:8000 Anti-cabra Biotechnology. CA. USA
i . SC-7927 Rabbit Polyclonal; Sta Cruz
IL-17 1:500 Anti-coelho Biotechnology, CA. USA
i . 5C-8008 Mouse Monoclonal;, Sta Cruz
NFKR 1:500 Anti-coelho Biotechnology, CA, USA
i . LS-C299465 Mouse Polyclonal; LifeSpan
TIMP-1 1:400 Anti-coelho BioScien. Inc, WA, USA
: - 5C-393859 Mouse Monoclonal; Sta Cruz
MMP-9 1:600 Anti-coelho Biotechnology, CA, USA
MMP-12 1:3000 Anti-coelho LS Bio Rabbit; LifeSpan G295305
. ) . SC-7271 Rabbit Polycolnal, Sta Cruz
iINOS 1:500 Anti-coelho Biotechnology. CA. USA
8-iso-PGF-2a 1:10.000 Anti-cabra L5-250; Oxford Biomed Rescar
i . 5C-130348 Mouse Monoclonal, Sta Cruz
TGF-R 1:400 Anti-coelho Biotechnology. CA. USA
FOXP3 1:300 Anti-rato SC-53876 Mouse Monoclonal;, Sta Cruz
Biotechnology, CA, USA
Gp91FOX 1: 150 Anti-cabra SC-5827 goat polyclonal; Sta Cruz
Biotechnology, CA, USA
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Figura 9 - Diluicdo dos marcadores, anticorpo primario e especificacoes.

4.8 Analise Morfométrica

A contagem de células positivas de: IL-4, IL-5, IL-10, 1L-13, IL-17, TGF-{,
MMP9, MMP12, TIMP1, iINOS, NF«B, GP91phox foi realizada por meio da técnica de
contagem de pontos (WEIBEL, 1963) com uso de um reticulo com area total de
10*um?acoplado a ocular do microscépio que contém 100 pontos e 50 retas (e200MV,

Nikon Corporation, Tokyo, Japan);.

Para a avaliagdo das vias aéreas, este reticulo foi afixado na base do epitélio
da via aérea (Figura 10) e analisado em trés campos ao redor de trés vias aéreas de

cada lamina histolégica. Para quantificar as células positivas, foi usada: a razao, entre
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0 numero de células positivas presentes na area do reticulo e numero de pontos que
coincidiram com a area de tecido. A totalidade das analises foram realizadas com

aumento de 1000x.
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Figura 10 - Contagem de células positivas.

4.9 Analise de Imagens

Para a andlise das fibras coldgenas e conteudo de isoprostanos foi utilizado o
analisador de imagem (Image-Pro-Plus), a medida de densidade Gptica foi o método
empregado para tal andlise. A captura da imagem foi realizada pelo sistema de
imagens composto de microscépio Leica DM2500 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha), com camera de video acoplada, que enviou as imagens através de uma
placa digitalizadora de imagens a um computador, para a quantificacéo descrita foram
realizadas fotos de 4 vias aéreas de cada animal, em aumento de 1000x. A analise de
imagem foi realizada através do “software” Image-Pro Plus 4.5, este programa permite
que Ihe seja informado um “threshold” dos tons de cores que representam as areas

positivas e assim é possivel quantifica-las na area pré-determinada; os resultados
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foram expressos em porcentagem de area (CAMARGO et al.,2018; RIGHETTI et al.,

2014).

4.10 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa SigmasStat (SPSS Inc,
Chicago, IL). O teste One-Way ANOVA foi utilizado, seguido pelo método Holm-Sidak
para comparacao entre 0s grupos; a andlise de correlacéo foi realizada e obtido o
coeficiente de Pearson (R) com objetivo de avaliar as associacdes entre os dados de
hiperresponsividade a metacolina com os marcadores de células inflamatorias,
marcadores de remodelamento, estresse oxidativo e correlacdo com a ativacdo do

NFkB.

Os resultados obtidos, foram expressos na forma de média e erro padréo e o
grafico na forma de barras e tabelas. Foi considerado estatisticamente significativo um

p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Verao
5.1.1 Hiperresponsividade & Metacolina

5.1.1.1 Resposta Ma&xima de Resisténcia do Sistema Respiratorio (%Rrs)

A Figura 11 demonstra a avaliacdo da porcentagem maxima de aumento da
Rrs ap6s metacolina (%Rrs) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA
L2 no verdo. Observamos um aumento significativo do %Rrs apés desafio com
metacolina nos grupos SAL L1 (159,5+36,4%) e SAL L2 (182,2+15,9%) quando
comparados ao grupo SAL (3,3+1,1%) (p<0,05). Também houve aumento significativo
nos grupos OVA (OVA: 78,9+3,6%), OVA L1 (168,2+34,6%), OVA L2 (246,37+61,8%)
guando comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve aumento significativo do %Rrs nos
grupos SAL L1, SAL L2, OVA L1 e OVA L2 quando comparados ao grupo OVA
(p<0,05).
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Figura 11 — Porcentagem de aumento da Rrs

Média + erro padrdo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA.
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5.1.1.2 Resposta Maxima de Elastancia do Sistema Respiratorio (%Ers)

A Figura 12 demonstra a avaliacdo da porcentagem maxima de aumento apés
metacolina da Ers (%Ers) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVALl1e OVA L2
no verdo. O %Ers teve um aumento significativo apés desafio com metacolina nos
grupos SAL L1 (36,6+4,6%) e SAL L2 (43,6+4,4%) quando comparados grupo SAL
(5,47+0,9%) (p<0,05). Também houve aumento de %Ers no OVA (38,84+3,1%), OVA

L1 (84,1+24,1%) e OVA L2 (58,5%+4,9%) em relacdo ao grupo controle SAL (p<0,05).
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Figura 12 — Porcentagem de aumento da Ers

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL.

5.1.1.3 Resposta Maxima de Resisténcia de Vias Aéreas (%oRaw)

A Figura 13 demonstra a avaliacdo da porcentagem maxima de aumento apoés
metacolina da Raw (%0Raw) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA
L2 no verdo. O %Raw teve um aumento significativo apos desafio com metacolina nos
grupos SAL L1 (306,55+53,7%) e SAL L2 (314,62+40,4%) quando comparado ao

grupo SAL (3,26+0,8%) (p<0,05). Também houve aumento de %Raw no grupo OVA
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(121,18+13,2%), grupo OVA L1 (222,37+40,9%) e grupo OVA L2 (269,24+58,4%) em
relacdo ao grupo controle SAL (p<0,05) . Houve aumento significativo do %Raw nos

grupos SAL L1, SAL L2, OVA L1 e OVA L2 quando comparados ao grupo OVA

(p<,05).
£00 -
400 4 #
5 | 1 *
T 300 - # T
e %*
[
g |
o 200 4
=
*
.
100 4
: S o) o)
S %, %, % %, %
¢ RE < s

Figura 13 - Porcentagem de aumento da Raw

Média + erro padréo; *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0.05 quando comparado ao
grupo OVA.

5.1.1.4 Resposta Maxima de Resisténcia do Tecido Pulmonar (Gtis)

A Figura 14 demonstra a avaliacdo da porcentagem maxima de aumento apés
metacolina da Gtis (%Gtis) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA
L2 no verdo. A %Gtis teve aumento significativo apos desafio com metacolina nos
grupos SAL L1 (102,7£25,9%) e SAL L2 (98,7£13%) quando comparado ao grupo
SAL (4,35+1,4%) (p<0,05). Também houve aumento de %Gtis no grupo OVA
(96,7+10,4%), grupo OVA L1 (144,6£29,5%) e grupo OVA L2 (184,86+46,5%) em

relacdo ao grupo controle SAL (p<0,05).
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Figura 14 - Porcentagem de aumento da Gtis

Média + erro padrédo; p<0,05 quando comparado ao grupo SAL.

5.1.1.5 Resposta Maxima de Elastancia do Tecido Pulmonar (%Htis)

A Figura 15 demonstra a avaliacdo da porcentagem maxima de aumento apos
metacolina da Htis (%Htis) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVAL1e OVA L2
no verao. O %Htis teve aumento significativo apds desafio com metacolina nos grupos
SAL L1 (32+3,1%) e SAL L2 (28,08+4,1%) quando comparado ao grupo SAL
(1,87+0,44%) (p<0,05). Também houve aumento da %Htis no grupo OVA (30,3+3,5%)

e no grupo OVA L2 (51,94+22%) em relac&o ao grupo controle SAL (p<0,05).
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Figura 15 - Porcentagem de aumento da Htis

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL.

5.1.2 Oxido Nitrico Exalado

A Figura 16 demonstra a avaliagdo da medida de Oxido nitrico exalado nos
grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verdo. Os animais dos
grupos controle expostos nos locais, SAL L1 (34,683£11,188 ppb) e SAL L2
(26,533+4,44 ppb), apresentaram aumento significativo de NOex (ppb) em relacéo ao
grupo controle SAL mantido no biotério (7,62t 0,46ppb) (p<0,05). Os grupos OVA
(29,96+2,157 ppb), OVA L1 (42,45+5,07 ppb) e OVA L2 (38,28+8,87 ppb) também
apresentaram aumento significativo de NOex quando comparados ao grupo SAL

(p<0,05).
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Figura 16 — Oxido Nitrico Exalado (ppb)

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL.

5.1.3 Analise do Fluido do Lavado Broncoalveolar (FLBA)

A Tabela 3 demonstra a contagem de células totais, e diferenciais
(eosindfilos, neutrdfilos, linfécitos e macréfagos) presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao.
Houve aumento da quantidade de células totais nos grupos SAL L2 quando
comparado ao grupo SAL (p<0,05). Os grupos OVA, OVA L1 e OVA L2 também
apresentaram aumento do nimero de células totais no FBLA quando comparados ao
grupo SAL (p=<0,05). Observamos também aumento significativo da quantidade de

células totais no grupo SAL L2 quando comparado ao grupo SAL L1 (p<0,05).
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SAL

SALL1

SALL2

OVA

OVA L1

OVA L2

Fluido do Lavado Broncoalveolar

Células Totais (10%células/ml)

0,910,057

0,8210,25

1,80£0,23%"

12,2620,64°

4,73+1,011°

8,75¢2,02°

Eosindfilos (10%células/mL)

0,1640,032

0,00£0,00

0,00£0,00

4,230,476

0,31£0,13

0,00£0,00

Neutréfilos (10°células/ml)

0,060,02

0,000,00

0,004+0,00

1,6840,32°

0,8+0,22°

0,14:0,09

Linfécitos (10*células/mL)

0,0340,02

0,00+0,00

0,0110,01

1,1510,34°

0,0440,02

0,22£0,15

Macréfagos (10%células/ml)

0,6+0,07

0,78+0,26

1,5310,35°

5,9510,63

6,54+1,58"

7,4412,25

Tabela 3— Média + erro padrdo do nimero de células totais e diferenciais(10* células/pL) no fluido do
lavado broncoalveolar; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; ™ p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L1.

A Tabela 3 demonstra a contagem de eosindfilos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao.
Houve aumento dos eosindfilos no grupo OVA quando comparado ao grupo SAL
(p<0,05).

A Tabela 3 demonstra ainda, a contagem de neutréfilos presentes no fluido do
lavado broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no
verdo. Houve aumento do numero de neutréfilos no grupo OVA e OVA L1 quando
comparado ao grupo SAL (p<0,05).

A Tabela 3 demonstra também a contagem de linfocitos presentes no fluido do
lavado broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no
verdo. Houve aumento de linfécitos no grupo OVA quando comparado ao grupo SAL
(p<0,05).

A Tabela 3 demonstra finalmente, a contagem de macrofagos presentes no
fluido do lavado broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA Ll e
OVA L2 no verdo. Houve aumento de macréfagos no grupo SAL L2, OVA, OVA Ll e

OVA L2 quando comparados ao grupo SAL (p<0,05).



71

5.1.4 Inflamacao

5.1.4.1 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-4 na Parede Bronquica

A Figura 17 demonstra o numero de células positivas para IL-4 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao. Houve
aumento da quantidade de células positivas para IL-4 nos grupos SAL L1(5,08+0,85
células/10*um?) e SAL L2 (7,17+0,92 células/10*um?) guando comparados ao grupo
SAL (0,27+0,08 células/10*um?) (p<0,05). Observamos também aumento
significativo das células positivas para IL-4 nos grupos OVA (4,38+0,15
células/10*um?), OVA L1(17,04+0,45 células/10*um?) e OVA L2 (19,99+0,81
células/10*um?) quando comparados ao grupo SAL (p<0,05). Encontramos também
aumento do namero de células positivas para IL-4 nos grupos SAL L2, OVA Ll e

OVA L2 quando comparado ao grupo OVA (p<0,05). Além disso, houve aumento na
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guantidade de células positivas para IL-4 no grupo OVA L2 quando comparado ao

grupo OVA L1 (p=<0,05).
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Figura 17 - Namero de células positivas para IL-4 nas vias aéreas

Média + erro padrdo ; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA; &p<0,05 quando comparado ao grupo OVA L1, com aumento de 1000x.

5.1.4.2 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-5 na Parede Bronquica

A Figura 18 demonstra o numero de células positivas para IL-5 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verdo. Houve
aumento da quantidade de células positivas para IL-5 nos grupos SAL L1(6,60+1,33
células/10*um?), SAL L2(5,14+0,67 células/10*um?), quando comparados ao grupo
SAL (0,180,020 células/10*um?) (p<0,05). Observamos também aumento
significativo das células positivas para IL-5 nos grupos OVA (3,80+0,14
células/10*um?), OVA L1(13,77+1,75 células/10*um?) e OVA L2 (16,27+2,18

células/10*um?) quando comparados aos grupos SAL (p<0,05). Houve ainda aumento
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significativo do niumero de células positivas para IL-5 nos grupos OVA L1 e OVA L2

guando comparado ao grupo OVA (p<0,05).
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Figura 18 - Namero de células positivas para IL-5 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao grupo,
com aumento de 1000x.

5.1.4.3 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-10 na Parede Brénquica

A Figura 19 demonstra o numero de células positivas para IL-10 presentes nas
vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao.
Houve aumento da quantidade de IL-10 nos grupos SAL L1(4,22+0,7 células/10*um?),
SAL L2(3,19+0,44 células/10*um?),quando comparados ao grupo SAL (0,21+0,049
células/10*um?)(p<0,05). Observamos também aumento das células positivas para IL-
10 nos grupos OVA (3,17+0,21 células/10*um?), OVA L1 (3,49+0,64 células/10*um?)

e OVA L2 (3,91+0,61 células/10*um?) quando comparados ao grupo SAL (p<0,05).
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Figura 19 - Numero de células positivas para IL-10 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL, com aumento de 1000x.

5.1.4.4 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-13 na Parede Bronquica

A Figura 20 demonstra o numero de células positivas para IL-13 presentes nas
vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verdo.
Houve aumento da quantidade de IL-13 nos grupos SAL L1(3,59+0,62
células/10*um?), SAL L2 (3,41+0,19 células/10*um?) quando comparados ao grupo
SAL (0,29+0,14 células/10*um?) (p<0,05). Observamos também aumento significativo
das células positivas para IL-13 nos grupos OVA (3,70+0,19 células/10*um?), OVA L1
(17,8+1,19 células/10*um?) e OVA L2 (19,07+0,74 células/10*um?) quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05). Observamos ainda aumento do numero de
células positivas para IL-13 nos grupos OVA L1 e OVA L2 quando comparado ao

grupo OVA (p=<0,05).
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Figura 20 - Numero de células positivas para IL-13 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA; com aumento de 1000x.

5.1.4.5 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-17 na Parede Bronquica

A Figura 21 demonstra o niumero de células positivas para IL-17 presentes nas
vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao.
Houve aumento da quantidade de células positivas para IL-17 nos grupos SAL
L1(6,28+1,28 células/10*um?), SAL L2 (4,93+0,99 células/10*um?) quando
comparados ao grupo SAL (0,87+0,12 células/10*um?) (p<0,05). Observamos também
aumento significativo das células positivas para IL-17 nos grupos OVA (4,99+0,25
células/10*um?), OVA L1(11,96+1,51 células/10*um?) e OVA L2 (8,45+1,32
células/10*um?) quando comparados ao grupo SAL (p<0,05). Observamos ainda,
aumento no numero de células positivas para IL-17 nos grupos OVA L1 e OVA L2

guando comparado ao grupo OVA (p=<0,05).
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Figura 21 - Namero de células positivas para IL-17 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA, com aumento de 1000x.

5.1.5 Remodelamento

5.1.5.1 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de TIMP-1 na Parede
Brénquica

A Figura 22 demonstra o nimero de células positivas para TIMP1 presentes
nas vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao.
Houve aumento da quantidade de células positivas para TIMP1 nos grupos SAL
L1(8,71+0,72 células/10*pm?), SAL L2(10,07+0,62 células/10*um?) quando
comparados ao grupo SAL (0,33+0,082 células/10*um?)(p<0,05). Observamos
aumento do numero de células positivas para TIMP1 nos grupos OVA (3,23+0,23
células/10*um?), OVA L1 (20,3+0,97 células/10*um?) e OVA L2 (34,73+2,87
células/10*um?) quando comparados ao grupo SAL (p<0,05). Observamos também
aumento significativo das células positivas para TIMP1 nos grupos SAL L1, SAL L2,

OVA L1 e OVA L2 quando comparado ao grupo OVA (p<0,05). Além disso, houve
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aumento na quantidade de células positivas para TIMP1 no grupo OVA L2 quando

comparado ao grupo OVA L1 (p=<0,05).
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Figura 22 - Numero de células positivas para TIMP1 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA, &p<0,05 quando comparado ao grupo OVA L1; com aumento de 1000x.

5.1.5.2 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de MMP-9 na Parede
Bronquica

A Figura 23 demonstra o numero de células positivas para MMP9 presentes
nas vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao.
Houve aumento da quantidade de MMP9 nos grupos SAL L1(22,49+3,46
células/10*um?), SAL L2(28,98+4,52 células/10*um?), quando comparados ao grupo
SAL (0,08+0,03 células/10*um?) (p<0,05). Observamos também aumento significativo
das células positivas para MMP9 nos grupos OVA (3,22+0,25 células/10*um?), OVA
L1(15,97+3,43 células/10*um?) e OVA L2 (19,13+2,03 células/10*um?) quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05). Observamos ainda aumento do numero de
células para MMP9 nos grupos SAL L1, SAL L2, OVA L1 e OVA L2 quando comparado

ao grupo OVA (p<0,05).
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Figura 23 - Namero de células positivas para MMP9 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA, com aumento de 1000x.

5.1.5.3 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de MMP-12 na Parede
Brénquica

A Figura 24 demonstra o namero de células positivas para MMP12 presentes
nas vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no veréo.
Houve aumento da quantidade de MMP12 nos grupos SAL L1(21,26+2,89
células/10*um?) e SAL L2(18,51+2,91 células/10*um?) quando comparados ao grupo
SAL(0,26+0,06 células/10*um?) (p<0,05). Observamos aumento do nimero de células
positivas para MMP12 nos grupos OVA(3,63+0,21 células/10%um?), OVA
L1(23,58+3,49 células/10*um?) e OVA L2(22,65+2,73 células/10*um?) quando
comparados ao grupos SAL(p<0,05). Observamos também aumento significativo das
células positivas para MMP12 nos grupos SAL L1, SAL L2, L1 e OVA L2 quando

comparado ao grupo OVA (p=<0,05).
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Figura 24 - Numero de células positivas para MMP12 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo, com aumento de 1000x.

5.1.5.4 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de TGF-B na Parede
Brénquica

A Figura 25 demonstra o nimero de células positivas para TGF- 3 presentes
nas vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao.
Houve aumento da quantidade de MMP12 nos grupos SAL L1(4,07+0,15
células/10*um?) e SAL L2(4,48+0,06 células/10*um?) quando comparados ao grupo
SAL (0,16+0,03 células/10*um?) (p<0,05). Observamos aumento do nidmero de
células positivas para TGF-B nos grupos OVA (3,94+0,31 células/10*um?), OVA
L1(4,60+0,21 células/10*um?) e OVA L2 (4,87+0,30 células/10*um?) quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05). Observamos também aumento significativo das
células positivas para TGF-B no grupo OVA L2 quando comparado ao grupo OVA

(p<0,05).
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Figura 25 - Namero de células positivas para TGF- nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA; com aumento de 1000x.

5.1.5.5 Avaliacao da Conteudo de Fibras Colagenas na Parede Bronquica

A Figura 26 demonstra o contetdo de fibras coldgenas presentes nas vias
aéreas expresso em porcentagem nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA,OVA Ll e
OVA L2 no verdo. Houve aumento da quantidade de fibras coladgenas nos grupos SAL
L1(10,16+0,77 células/10*um?) e SAL L2(11,61+1,64 células/10*um?) quando
comparados ao grupo SAL(6,32+0,27 células/10*um?) (p<0,05). Observamos
aumento na porcentagem de fibras coldgenas nos grupos OVA(11,10+0,75
células/10*um?), OVA L1(11,6+1,01 células/10*pym?) e OVA L2(12,58+2,0

células/10*um?) quando comparados ao grupo SAL (p<0,05).
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Figura 26 - Porcentagem de fibras coldgenas nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; com aumento de 1000x.

5.1.6 Estresse Oxidativo.

5.1.6.1 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de iINOS na Parede Brénquica

A Figura 27 demonstra o numero de células positivas para iNOS presentes nas
vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao.
Houve aumento da quantidade de células positivas para iINOS nos grupos SAL
L1(4,38+0,42 células/10*um?) e SAL L2(4,52+0,31 células/10*um?) quando
comparados ao grupo SAL(0,43+0,06 células/10*um?) (p<0,05). Observamos
aumento do numero de células positivas para iINOS nos grupos OVA(3,34+0,15
células/10*um?), OVA L1(9,11+0,8 células/10*um?) e OVA L2(10,44+1,42
células/10*um?) quando comparados ao grupo SAL (p<0,05). Observamos também
aumento significativo das células positivas para INOS nos grupos SAL L1, SAL L2,

OVA L1 e OVA L2 quando comparado ao grupo OVA (p<0,05). Além disso, verificamos
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aumento do numero de células positivas para iINOS no grupo OVA L2 quando

comparado ao grupo OVA L1 (p=<0,05).
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Figura 27 - Namero de células positivas para iINOS nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA ; &p=<0,05 quando comparado ao grupo OVA L1, com aumento de 1000x.

5.1.6.2 Avaliacdo do Conteudo de Isoprostano na Parede Brénquica

A Figura 28 demonstra o contetdo de isoprostano presente nas vias aéreas
expresso em porcentagem nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA,OVA L1 e OVA L2
no verdo. Houve aumento da porcentagem de isoprostano nos grupos SAL
L1(13,84+0,95%) e SAL L2(12+1,93%) quando comparados ao grupo
SAL(7,24+0,3%) (p=<0,05). Observamos aumento da porcentagem de isoprostano nos
grupos OVA(12,22+0,75%), OVA L1(14,47+0,83%) e OVA L2(19,1+1,34%) quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05). Observamos também aumento significativo da
porcentagem de isoprostano nos grupos OVA L1 e OVA L2 quando comparado ao
grupo OVA (p<0,05). Além disso, houve aumento na porcentagem de isoprostano no

grupo OVA L2 quando comparado ao grupo OVA L1 (p<0,05).
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Figura 28 - Porcentagem de isoprostano nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA ; &p<0,05 quando comparado ao grupo OVA L1, com aumento de 1000x.

5.1.6.3 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de GP91lphox na Parede
Brénquica

A Figura 29 demonstra o numero de células positivas para GP91lphox
presentes nas vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA,OVALl1e OVA L2
no verdo. Houve aumento da quantidade de células positivas para GP91phox nos
grupos SAL L1(1,26+0,28 células/10*um?) e SAL L2(1,64+0,36 células/10*um?)
qguando comparados ao grupo SAL(0,29+0,25 células/10*um?) (p<0,05). Observamos
aumento do numero de células positivas para GP91phox nos grupos OVA(4+0,75
células/10*uym?), OVA L1(2,73#0,5 células/10*um?) e OVA L2(4,95+0,66
células/10*um?) quando comparados ao grupo SAL (p<0,05). Observamos também
aumento significativo das células positivas para GP91phox no grupo OVA L2 quando

comparado ao grupo OVA L1 (p<0,05).
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Figura 29 - Numero de células positivas para GP91phox nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; &p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA L1, com aumento de 1000x.

5.1.7 Vias Sinalizadoras

5.1.7.1 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de NFkB na Parede Brénquica

A Figura 30 demonstra o numero de células positivas para NFkB presentes
nas vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no verao.
Houve aumento na quantidade de células positivas para NFkB nos grupos SAL
L1(2,72+0,7 células/10*um?) quando comparado ao grupo SAL(0,85+0,16
células/10*um?) (p<0,05). Observamos aumento do nimero de células positivas para
NF«B nos grupos OVA(3,9+0,26 células/10*um?), OVA L1(3,75+0,11 células/10*um?)

e OVA L2(2,81+0,36 células/10*um?) quando comparados ao grupo SAL (p<0,05).
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Figura 30 - Namero de células positivas para NF«B nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL , com aumento de 1000x.

5.1.8 Correlacao

Observamos forte correlacdo (Figura 31) entre %Rrs com TIMP1 e MMP9;
entre %Ers com IL4, IL-13, IL-17 e TIMP; e ainda correlagéo forte entre %Raw com
MMP9 no veréo.

Contudo, observamos correlagdo moderada entre %Rrs com IL-4, IL-5, IL-10,
IL-17, MMP12, TGF-B, fibras colagenas, isoprostano e iNOS; ainda observamos
correlacdo moderada entre %Ers com macréfagos, IL-%, MMP12, fibras colagenas,
isoprostano e iNOS. Houve ainda correlagdo moderada entre %Raw com IL-4, IL-5,
IL17, TIMP1 e MMP12; encontramos ainda correlagcdo moderada entre %Gtis com IL-
4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17, TIMP1, fibras de colageno, isoprostano e GP91phox. Houve
também correlacdo moderada entre %Htis com IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17, TIMP1,
MMP12, TGF-B, fibras de colageno e isoprostano.

Observamos ainda, correlacdo fraca (Figura 31) entre %Rrs com IL-13 e

GP91phox; entre %Ers com células totais, IL-10, MMP9, TGF-, GP91phox e NF«B;
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houve ainda correlacao fraca entre %Raw com IL-10, II-13, TGF-, fibras de colageno,
isoprostano e iNOS.

Encontramos ainda correlacdo fraca entre %Gtis com células totais,
macrofagos, MMP9, MMP12, TGF-B, fibras colagenas, isoprostano e NFxB; e houve
ainda correlacao fraca entre %Htis com macréfagos, MMP9, INOS, GP91phox e NF«xB

no verao.
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VERAO
% Rrs %Ers % Raw % Gtis % Htis
Valor de p/coeficiente | Valor de p/coeficiente | Valor de p/coeficiente | Valor de p/coeficiente | Valor de p/coeficiente
de correlacdo de correlagdo de correlagdo de correlagdo de correlacdo

Celulas Totais (FLBA) 0,90/0,02 0,00/0,46" 0,47/-0,12 0,05/0,33 0,13/0,26
Eosinafilos(FLBA) 0,00/-0,61° 0,32/-0,17 0,00/-0,60° 0,14/-0,25 0,69/-0,07
Neutrofilos(FLBA) 0,02/-0,38' 0,52/0,11 0,00/-0,50" 0,93/0,01 0,46/0,13
Linfocitos(FLBA) 0,16/-0,23 0,51/0,11 0,04/-0,34' 0,57/0,09 0,75/0,05
Macrofagos(FLBA) 0,45/0,13 0,00/0,50° 0,87/-0,02 0,01/0,40° 0,03/0,35°
IL-4 0,00/0,67° 0,00/0,70° 0,00/0,55" 0,00/0,60° 0,00/0,59°
IL-5 0,00/0,65° 0,00/0,70° 0,00/0,53" 0,00/0,59" 0,00/0,63°
IL-10 0,00/0,57° 0,00/0,67° 0,00/0,46" 0,00/0,51" 0,00/0,66°
IL-13 0,00/0,47° 0,00/0,47" 0,03/0,35" 0,00/0,53° 0,00/0,56°
IL-17 0,00/0,58° 0,00/0,70° 0,00/0,53" 0,00/0,66" 0,00/0,64"
TIMP1 0,00/0,71° 0,00/0,70° 0,00/0,59" 0,00/0,64" 0,00/0,56°
MMP9 0,00/0,70° 0,01/0,72° 0,00/0,70° 0,01/0,41° 0,00/0,47°
MMP12 0,00/0,60° 0,00/0,40° 0,00/0,56° 0,00/0,44° 0,00/0,55°
TGF-p 0,00/0,53 0,00/0,56" 0,00/0,47° 0,00/0,42° 0,00/0,57°
Fibras colagenas 0,00/0,56” 0,00/0,44° 0,00/0,44° 0,00/0,53 0,00/0,57°
Isoprostano 0,00/0,55° 0,00/0,53° 0,00/0,46" 0,00/0,43° 0,00/0,53°
iNOS 0,00/0,61° 0,00/0,68" 0,00/0,47° 0,00/0,52° 0,00/0,49°
GP91phox 0,02/0,38 0,00/047° 0,22/0,20 0,00/0,58 0,00/0,45
NFkB 0,23/0,20 0,01/0,40° 0,19/0,22 0,01/0,41° 0,01/0,39°

Figura 31 - Correlagdo entre hiperresponsividade brénquica e parametros inflamatérios e de remodelamento.
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5.1.9 Analise Qualitativa

Fotomicrografias representativas sdo apresentadas na Figura 32 e ilustram os
processos inflamatdrios, remodelamento da matriz extracelular e estresse oxidativo
nas vias aéreas; processos inflamatorios sao ilustrados por IL-17; as caracteristicas
de remodelamento da matriz extracelular por TIMP-1 e marcadores de estresse
oxidativo por iINOS e NFkB. Todas as microfotografias foram tiradas com aumento de

400x.
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Figura 32 - Fotomicrografias representativas ilustram os processos inflamatorios, remodelamento da

matriz extracelular e estresse oxidativo nas vias aéreas.
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5.2 Inverno
5.2.1 Hiperresponsividade & Metacolina

5.2.1.1 Resposta M&xima de Resisténcia do Sistema Respiratorio (%Rrs)

Os resultados da porcentagem maxima de aumento apds metacolina da Rrs
(%Rrs) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 33. Observamos um aumento significativo no %Rrs apds
desafio com metacolina nos grupos SAL L1 (64,14+3,8%) e SAL L2 (101,29+5,7%)
quando comparado ao grupo SAL (3,2+1,10%) (p<0,05 ). Também houve aumento
significativo nos grupos OVA (78,9£3,59%), OVA L1 (227,74+49,9%), OVA L2
(315,17+118,7%) quando comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve aumento
significativo do %Rrs nos grupos OVA L1, SAL L2 e OVA L2 quando comparado ao
grupo OVA (p<0,05) e aumento do %Rrs no grupo SAL L2 quando comparado ao

grupo SAL L1 (p<0,05).
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Figura 33 - Porcentagem de aumento da Rrs

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA; *quando comparado ao grupo SAL L1
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5.2.1.2 Resposta Maxima de Elastancia do Sistema Respiratorio (%Ers)

Os resultados da porcentagem maxima de aumento apds metacolina da Ers
(%Ers) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 34. O %Ers teve um aumento significativo apds desafio com
metacolina nos grupos SAL L1 (24,09+2,4%) e SAL L2 (29,5+2,5%) quando
comparados grupo SAL (5,5+0,9%) (p<0,05). Também houve aumento de %Ers no
grupo OVA (38,8+3%), grupo OVA L1 (101,68+33,7%) e grupo OVA L2

(248,471£159,8%) em relagao ao grupo controle SAL (p<0,05).
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Figura 34 - Porcentagem de aumento da Ers

Média + erro padrao; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL.

5.2.1.3 Resposta Maxima de Resisténcia de Vias Aéreas (%oRaw)

Os resultados da porcentagem maxima de aumento apds metacolina da Raw
(%0Raw) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 35. O %Raw teve um aumento significativo ap6s desafio com

metacolina nos grupos SAL L1 (97,05+18,3%) e SAL L2 (190,78+11,5%) quando
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comparado ao grupo SAL (3,27+0,84%) (p<0,05). Também houve aumento de %Raw
no grupo OVA (121,2+13,23%), grupo OVA L1 (202,52+20,5%) e grupo OVA L2
(288,5149,3%) em relacdo ao grupo controle SAL (p<0,05). Houve aumento
significativo do %Raw nos grupos OVA L1, SAL L2 e OVA L2 quando comparados ao
grupo OVA (p=<0,05).
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Figura 35 - Porcentagem de aumento da Raw

Média + erro padrdo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p0,05 quando comparado ao grupo
OVA.

5.2.1.4 Resposta Maxima de Resisténcia do Tecido Pulmonar (Gtis)

Os resultados da porcentagem maxima de aumento apos metacolina da Gtis
(%Gtis) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 36. O %Gtis teve aumento significativo apés desafio com
metacolina nos grupos SAL L1 (31,35t7,3%) e SAL L2 (41,84+9,85%) quando
comparado ao grupo SAL (4,3+1,40%) (p<0,05). Também houve aumento de %Gtis
no grupo OVA (96,743+10,43%), grupo OVA L1 (158,84+47,44%) e grupo OVA L2

(106,88+22,34%) em relagao ao grupo controle SAL (p<0,05).
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Figura 36 - Porcentagem de aumento de Gtis

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL.

5.2.1.5 Resposta Maxima de Elastancia do Tecido Pulmonar (%Htis)

Os resultados da porcentagem maxima de aumento apds metacolina da Htis
(%Htis) nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 37. O %Htis teve um aumento significativo apds desafio com
metacolina nos grupos SAL L1 (13,95+4,6%) e SAL L2 (10,72+1,8%) quando
comparado ao grupo SAL (1,8+0,43%) (p<0,05). Também houve aumento da %Htis
no grupo OVA (30,31+3,49%), grupo OVA L1 (38,87+17%) e grupo OVA L2

(45,3+12,9%) em relacao ao grupo controle SAL (p<0,05).
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Figura 37 - Porcentagem de aumento de Htis

Média * erro padrdo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL.

5.2.2 Oxido Nitrico Exalado

Foi coletado o 6xido nitrico exalado nos grupos inverno. Contudo houve uma

falha no aparelho de medida e néo foi possivel avaliar os dados.

5.2.3 Analise do Fluido do Lavado Broncoalveolar (FLBA)

Os resultados da contagem de células totais presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno
estdo demonstrados na Tabela 4. Observamos aumento significativo da quantidade
de células totais nos grupos SAL L1, OVA, OVA L1, e OVA L2 comparado ao grupo

SAL (p<0,05).



Tabela 4 - Fluido do Lavado Broncoalveolar células totais e diferenciais inverno
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SAL

SALL1

SALL2

OVA

OVA Ll

OVA L2

Lavado Broncoalveolar

Células Totais (10*células/mL)

0,90£0,06

2,8420,56'

4,8012,15

12,2620,64°

5,2740,90°

4,62¢1,41°

Eosindfilos (10%células/mlL)

0,2320,07

0,000,00

0,00£0,00

3,48£0,2°

0,170,042

0,69:0,26

Neutréfilos {10%células/ml)

0,05£0,03

0,00£0,00

0,160,09

1,79:0,26°

0,150,023

0,170,07

Linfocitos (10°células/mL)

0,0320,02

0,00+0,00

0,000,00

1,1520,34°

0,00£0,00

0,00£0,00

Macrofagos (10*células/ml)

0,610,07

2,39+0,74

4,6412,06

5,9510,63"

4,9410,89"

2,69+0,77

Tabela 4 — Média + erro padrdo do nimero de células totais e diferenciais (10* células/pL) no fluido do

lavado broncoalveolar; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; “p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L1.

Os resultados da contagem de eosinofilos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno
estdo demonstrados na Tabela 4. Houve aumento dos eosinoéfilos no grupo OVA
guando comparado ao grupo SAL (p<0,05).

Os resultados da contagem de neutréfilos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno
estdo demonstrados na Tabela 4. Observamos aumento significativo dos neutrofilos
no grupo OVA comparado ao grupo SAL (p<0,05).

Os resultados da contagem de linfécitos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno
estdo demonstrados na Tabela 4. Observamos aumento significativo de linfocitos no
grupo OVA comparado ao grupo SAL (p<0,05).

Os resultados da contagem de macréfagos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno
estdo demonstrados na Tabela 4. Observamos aumento significativo dos macrofagos

nos grupos SAL L1, OVA, OVA L1 e OVA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05).
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5.2.4 Inflamacao

5.2.4.1 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-4 na Parede Bronquica

Os resultados da contagem de células positivas para IL-4 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 38. Observamos aumento significativo da quantidade de
células positivas para IL-4 nos grupos SAL L1(6,68+0,36 células/10%um?), SAL
L.2(8,92+0,22 células/10*um?) comparados ao grupo SAL (0,27+0,08 células/10%um?)
(p<0,05). Observamos ainda aumento significativo da quantidade de células positivas
para IL-4 nos grupos OVA (4,38+0,15 células/10*um?), OVA L1(19,05+0,63
células/10*um?) e OVA L2(22,61+0,96 células/10*um?) comparado ao grupo SAL
(p<0,05). Houve também aumento significativo na quantidade de células positivas
para IL-4 nos grupos SAL L1, SAL L2, OVA L1 e OVA L2 guando comparados ao
grupo OVA (p=<0,05). Encontramos aumento na quantidade de células positivas para
IL-4 no grupo SAL L2 quando comparado ao grupo SAL L1 (p<0,05). Além disso,
houve aumento da quantidade de células positivas para IL-4 no grupo OVA L2 quando

comparado ao grupo OVA L1 (p=<0,05).
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Figura 38 - Numero de células positivas para IL-4 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA; **p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1; &p<0,05 quando comparado ao grupo
OVA L1, com aumen de 1000x.

5.2.4.2 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-5 na Parede Bronquica

Os resultados da contagem de células positivas para IL-5 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 39. Observamos aumento significativo da quantidade de
células positivas para IL-5 nos grupos SAL L1(8,22+1,61 células/10*um?) e SAL
L2(14,87+2,83 células/10*um?) quando comparados ao grupo SAL (0,18+0,02
células/10*um?) (p<0,05). Observamos ainda aumento significativo da quantidade de
células positivas para IL-5 nos grupos OVA (3,80+0,14 células/10*um?), OVA
L1(13,72+1,75 células/10*um?) e OVA L2(16,27+2,18 células/10*um?) comparado ao
grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento significativo na quantidade de células
positivas para IL-5 nos grupos SAL L2, OVA L1 e OVA L2 quando comparados ao

grupo OVA (p=<0,05).
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Figura 39 - Namero de células positivas para IL-5 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA, com aumento de 1000x.

5.2.4.3 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-10 na Parede Brénquica

Os resultados da contagem de células positivas para IL-10 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 40. Observamos aumento significativo da quantidade de
células positivas para IL-10 nos grupos SAL L1(4,18+0,3 células/10*um?) e SAL
L2(3,72+0,13 células/10*um?), comparado ao grupo SAL (0,19+0,05 células/10*um?)
(p<0,05). Observamos ainda aumento significativo da quantidade de células positivas
para IL-10 nos grupos OVA (3,16+0,21 células/10*um?), OVA L1(4,15+0,2
células/10*um?) e OVA L2(3,61+0,29 células/10*um?) comparado ao grupo SAL
(p<0,05). Houve também aumento significativo na quantidade de células positivas

para IL-10 nos grupos SAL L1 e OVA L1 quando comparados ao grupo OVA (p<0,05).
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Figura 40 - Numero de células positivas para IL-10 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA, com aumento de 1000x.

5.2.4.4 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-13 na Parede Brénquica

Os resultados da contagem de células positivas para IL-13 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 41. Observamos aumento significativo da quantidade de
células positivas para IL-13 nos grupos SAL L1(3,86+0,23 células/10*um?) e SAL
L2(3,20+0,3 células/10*um?) quando comparado ao grupo SAL (0,29+0,14
células/10*um?) (p<0,05). Observamos ainda aumento significativo da quantidade de
células positivas para IL-13 nos grupos OVA (3,70+0,19 células/10*um?), OVA
L1(16,06+0,81 células/10*um?) e OVA L2(18,43+0,48 células/10*um?) comparado ao
grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento significativo na quantidade de células
positivas para IL-13 nos grupos OVA L1 e OVA L2 quando comparados ao grupo OVA
(p<0,05). Além disso houve aumento da quantidade de células positivas para IL-13 no

grupo OVA L2 quando comparado ao grupo OVA L1 (p<0,05).
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Figura 41 - Numero de células positivas para IL-13 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA; &quando comparado ao grupo OVA L1, com aumento de 1000x.

5.2.4.5 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de IL-17 na Parede Brénquica

Os resultados da contagem de células positivas para IL-17 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estéo
demonstrados na Figura 42. Observamos aumento significativo da quantidade de
células positivas para IL-17 nos grupos SAL L1(3,13+0,46 células/10*um?) e SAL
L.2(4,59+0,71 células/10*um?) comparado ao grupo SAL (0,87+0,12 células/10*um?)
(p<0,05). Observamos ainda aumento significativo da quantidade de células positivas
para IL-17 nos grupos OVA (4,99+0,25 células/10*um?), OVA L1(7,9+1,55
células/10*um?) e OVA L2(7,45+0,54 células/10*um?) comparado ao grupo SAL
(p<0,05). Houve também aumento significativo na quantidade de células positivas

para IL-17 nos grupos OVA L2 quando comparado ao grupo OVA (p<0,05).
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Figura 42 - Numero de células positivas para IL-17 nas vias aéreas

Média + erro padrao; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA, com aumento de 1000x.

5.2.5 Remodelamento

5.2.5.1 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de TIMP-1 na Parede
Brénquica

Os resultados da contagem de células positivas para TIMP1 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 43. Observamos aumento significativo da quantidade de
células positivas para TIMP1 nos grupos SAL L1(13,82+0,06 células/10*um?), SAL
L2(17,69+1,15 células/10*um?) comparado ao grupo SAL (0,33+0,08 células/10*um?)
(p<0,05). Observamos ainda aumento significativo da quantidade de células positivas
para TIMP1 nos grupos OVA (3,23+0,23 células/10*um?), OVA L1(22,68+2,33
células/10*um?) e OVA L2(24,6+0,6 células/10*um?) comparado ao grupo SAL
(p<0,05). Houve também aumento significativo na quantidade de células positivas
para TIMP1 nos grupos SAL L1, SAL L2, OVA L1 e OVA L2 quando comparados ao

grupo OVA (p<0,05).
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Figura 43 - Nimero de células positivas para TIMP1 nas vias aéreas

Média + erro padrao; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA , com aumento de 1000x.

5.2.5.2 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de MMP9 na Parede
Brénquica

Os resultados da contagem de células positivas para MMP9 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno estao
demonstrados na Figura 44. Observamos aumento significativo da quantidade de
células positivas para MMP9 nos grupos SAL L1(21,6+1,72 células/10*um?) e SAL
L2(15,28+3,31 células/10*um?) comparado ao grupo SAL(0,08+0,03 células/10*um?)
(p<0,05). Observamos ainda aumento significativo da quantidade de células positivas
para MMP9 nos grupos OVA(3,22+0,25 células/10*um?), OVA L1(13,39+1,77
células/10*um?) e OVA L2(15,85+2,65 células/10*um?) comparado ao grupo SAL
(p<0,05). Houve também aumento significativo na quantidade de células positivas
para MMP9 nos grupos SAL L1, SAL L2, OVA L1 e OVA L2 quando comparados ao

grupo OVA (p=<0,05).
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Figura 44 - Namero de células positivas para MMP12 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA; com aumento de 1000x.

5.2.5.3 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de MMP-12 na Parede
Brénquica

Os resultados da contagem de células positivas para MMP12 presentes nas
vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno
estdo demonstrados na Figura 45. Observamos aumento significativo da quantidade
de células positivas para MMP12 nos grupos SAL L1(13,35+3,63 células/10*um?) e
SAL L2(11,24+1,98 células/10*um?) comparado ao grupo SAL (0,26+0,06
células/10*um?) (p<0,05). Observamos ainda aumento significativo da quantidade de
células positivas para MMP12 nos grupos OVA (3,63+0,21 células/10*um?), OVA
L1(14,96+3,21 células/10*um?) e OVA L2(13,45+2,23 células/10*um?) comparado ao
grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento significativo na quantidade de células
positivas para MMP12 nos grupos SAL L1, SAL L2, OVA L1 e OVA L2 quando

comparados ao grupo OVA (p<0,05).
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Figura 45 - Namero de células positivas para MMP12 nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA; com aumento de 1000x.

5.2.6 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de TGF-B na Parede Brénquica

Os resultados da contagem de células positivas para TGF-3 presentes nas vias
aéreas nos grupos SAL, OVA, SAL L1, OVA L1, SAL L2 e OVA L2 no inverno estéao
demonstrados na Figura 46. Observamos aumento significativo da quantidade de
células positivas para TGF-B nos grupos SAL L1(4,77+0,78 células/10*um?) e SAL
L2(4,87+0,25 células/10*um?), comparado ao grupo SAL (0,16+0,03 células/10*um?)
(p<0,05). Observamos ainda aumento significativo da quantidade de células positivas
para TGF-B nos grupos OVA(3,94+0,31 células/10*um?), OVA L1(5,66+0,74
células/10*um?) e OVA L2(5,39+0,26 células/10*um?) comparado ao grupo SAL

(p<0,05).
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Figura 46 - Namero de células positivas para TGF- nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; com aumento de 1000x.

5.2.6.1 Avaliacdo do Conteudo de Fibras Colagenas na Parede Brénquica

A Figura 47 demonstra o conteudo de fibras colagenas presentes nas vias
aéreas expresso em porcentagem nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVALle
OVA L2 no inverno. Houve aumento da quantidade de fibras colagenas nos grupos
SAL L1(12,1+1,01 células/10*um?) e SAL L2(12,77+2,36 células/10*um?) quando
comparados ao grupo SAL (6,4+0,28 células/10*um?) (p<0,05). Observamos ainda
aumento significativo da quantidade de células positivas para fibras colagenas nos
grupos OVA (11,52+0,69 células/10*um?), OVA L1(11,82+1,58 células/10*um?) e OVA

L2(12,84+1,62 células/10*um?) comparado ao grupo SAL (p<0,05).
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Figura 47 - Porcentagem de fibras colagenas nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; com aumento de 1000x.

5.2.7 Estresse Oxidativo

5.2.7.1 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de iNOS na Parede Bronquica

A Figura 48 demonstra o numero de células positivas para iNOS presentes nas
vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno.
Houve aumento no numero de células positivas para iINOS nos grupos SAL L1
(2,77+0,15 células/10*um?) e SAL L2 (3,38+0,29 células/10*um?) quando comparado
ao grupo SAL (0,43+0,06 células/10*um?) (p<0,05) ; nos grupos OVA (3,43+0,15
células/10*um?), OVA L1 (6,46+0,17 células/10*um?) e OVA L2 (8,6+0,8
células/10*um?) também houve aumento do nimero de células quando comparado ao
grupo SAL (p<0,05). Observamos aumento da iNOS nos grupos OVA L1 e OVA L2
quando comparados ao grupo OVA (p<0,05). Além disso, observamos um aumento
no numero de células positivas no grupo OVA L2 quando comparado ao grupo OVA

L1 (p<0,05).
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Figura 48 - Numero de células positivas para INOS nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA; &p<0,05 quando comparado ao grupo OVA L1, com aumento de 1000x.

5.2.6.2 Avaliacado do Conteudo de Isoprostano na Parede Brénquica

A Figura 49 demonstra o conteddo de isoprostano presente nas vias aéreas
expresso em porcentagem nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2
no inverno. Houve aumento da porcentagem de isoprostano nos grupos SAL L1
(19,3+1,9%) e SAL L2 (35,9+2,4%) quando comparados ao grupo SAL (7,2+0,3%)
(p<0,05). Mostramos um aumento da porcentagem de isoprostano no grupo SAL L2
guando comparado ao grupo SAL L1 (p<0,05); nos grupos OVA (12,7+0,6%), OVA L1
(37,7£2%) e OVA L2 (27,9+2,6%) também houve aumento do conteudo quando
comparado ao grupo SAL (p<0,05). Observamos aumento da porcentagem de
isoprostano nos grupos OVA L1 e OVA L2 quando comparados ao grupo OVA
(p<0,05). Além disso, mostramos um aumento da porcentagem de isoprostano no

grupo OVA L1 quando comparado ao grupo OVA L2 (p<0,05).
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Figura 49 - Porcentagem de isoprostano nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA ;**p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1; $p<0.05 quando comparado ao grupo
OVA L2, com aumento de 1000x.

5.2.6.3 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de GP91lphox na Parede

Bronquica

A Figura 50 demonstra o numero de células positivas para GP91lphox
presentes nas vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA Ll e OVA L2
no inverno. As células positivas para GP91phox estdo aumentadas nos grupos SAL
L1 (3,95+0,67 células/10*um?) e SAL L2 (3,28+0,34 células/10*um?) quando
comparado ao grupo SAL (0,29+0,23 células/10*um?) (p<0,05). Nos grupos OVA
(4,01+0,76 células/10*um?), OVA L1 (3,31+0,37 células/10*um?) e OVA L2 (5,25+0,66
células/10*um?) houve aumento do niimero de células positivas quando comparado

ao grupo SAL (p=<0,05).
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Figura 50 - Numero de células positivas para GP91phox nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; &p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA L1, com aumento de 1000x.

5.2.8 Vias Sinalizadoras

5.2.8.1 Avaliacdo do Numero de Células Positivas de NFkB na Parede Brénquica

A Figura 51 demonstra o numero de células positivas para NFkB presentes
nas vias aéreas nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, OVA, OVA L1 e OVA L2 no inverno.
Houve aumento no numero de células positivas para NFkB nos grupos SAL L1
(6,55+1,0 células/10*um?) e SAL L2 (3,03+0,73 células/10*um?) quando comparado
ao grupo SAL (0,805+0,16 células/10*um?) (p<0,05) . Nos grupos OVA (3,9+0,26
células/10*um?), OVA L1 (3,39+1,01 células/10*um?) e OVA L2 (5,5+0,93
células/10*um?) também houve aumento no nimero de células quando comparado ao
grupo SAL (p=<0,05). Observamos aumento do NFxB no grupo SAL L1 quando

comparado ao grupo OVA (p<0,05).
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Figura 51- Namero de células positivas para NFkB nas vias aéreas

Média + erro padréo; *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado ao
grupo OVA, com aumento de 1000x.

5.2.9 Correlacao

Observamos forte correlagéao (Figura 50) de %Rrs com IL-4, IL-5, IL-13, IL-17,
TIMP1, isoprostano e iNOS; entre %Ers com IL-4, IL-13, IL-17 e iINOS. Houve também
correlacao forte entre %Raw com IL-4, IL-5, TIMP1 e iNOS; houve ainda correlacdo

forte entre %Gtis com IL-17 e iINOS e também de %Htis com IL-17 no inverno.

No inverno, também observamos correlacdo moderada (Figura 52) de %Rrs
com células totais, MMP12, TGF-B e GP91phox no inverno; houve ainda correlacao
moderada entre %Ers com células totais, IL-5, TIMP1, isoprostano e GP91phox.
Houve também correlagdo moderada entre %Raw com IL-13, IL-17, MMP12, TGF-B e
isoprostano; entre %Gtis com células totais, neutréfilos, macrofagos, IL-4, IL-13,
TIMP1 e GP91phox; e ainda correlagdo moderada entre % Htis com células totais, IL-

13, INOS e GP91phox.
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Observamos correlacdo fraca (Figura 52) no inverno entre %Rrs com
macrofagos, IL-10, MMP9 e NF«B; houve ainda correlacéo fraca entre %Ers com
neutrofilos, macrofagos, 1L-10, MMP12, TGF-B, fibras de colageno e NFkB.
Observamos ainda correlacéo fraca entre %Raw com células totais, macrofagos, IL-
10, MMP9 e GP91phox; houve ainda correlacéo fraca entre %Gtys com eosinofilos,
IL-5, MMP12, TGF-B, isoprostano e NFxB; e encontramos ainda correlacéo fraca entre
%Htis com eosindfilos, neutréfilos, macréfagos, IL-4, IL-5, TIMP1, MMP12, TGF-j,

Fibras de Colageno e NF«B.



INVERNO
% Rrs % Ers % Raw % Gtis % Htis
Valor de p/coeficiente | Valor de p/coeficiente | Valor de p/coeficiente | Valor de p/coeficiente | Valor de p/coeficiente
de correlagdo de correlacdo de correlacdo de correlagdo de correlagdo
Células Totais (FLBA) 0,00/0,54 0,00/0,54° 0,02/0,38" 0,00/0,61° 0,00/0,61°
Eosindfilos(FLBA) 0,06/0,31 0,06/0,31 0,64/-0,08 0,00/0,43° 0,02/0,38
Neutrofilos{FLBA) 0,06/0,32 0,00/0,46 0,23/0,20 0,00/0,54 0,00/0,44
Linfocitos(FLBA) 0,00/-0,46" 0,19/-0,22 0,00/-0,50° 0,80/-0,04 0,99/-0,00
Macrofagos(FLBA) 0,01/0,41° 0,00/0,49° 0,04/0,33° 0,00/0,55° 0,00/0,45
IL-4 0,00/0,87° 0,00/0,72° 0,00/0,82° 0,00/0,59° 0,00/0,49°
IL-5 0,00/0,72° 0,00/0,59° 0,00/0,74 0,01/0,42° 0,02/0,39°
IL-10 0,00/0,47° 0,01/0,41° 0,00/0,46" 0,07/0,30 0,07/0,31
IL-13 0,00/0,75 0,00/0,79° 0,00/0,66° 0,00/0,68° 0,00/0,64
IL-17 0,00/0,75° 0,00/0,73 0,00/0,68" 0,00/0,80° 0,00/0,75°
TIMP1 0,00/0,78° 0,00/0,65 0,00/0,74 0,00/0,50° 0,00/0,46
MMP9 0,01/0,42° 0,11/0,27 0,01/0,42° 0,35/0,16 0,50/0,11
MMP12 0,00/0,59° 0,00/0,48 0,00/0,64 0,01/0,40° 0,05/0,33°
TGF-B 0,00/0,58° 0,00/0,50° 0,00/0,60° 003/0,35 0,01/0,40°
Fibras colagenas 0,07/0,30 0,04/0,34° 0,15/0,24 0,09/0,28 0,02/0,38
Isoprostano 0,00/0,717 0,00/0,53° 0,00/0,64° 0,00/0,43° 0,08/0,30
iINOS 0,00/0,79° 0,00/0,80° 0,00/0,72° 0,00/0,75° 0,00/0,68
GP91phox 0,00/0,61° 0,00/0,56 0,00/0,45° 0,00/0,68° 0,00/0,68
NFkB 0,04/0,34° 0,02/0,40° 0,09/0,28 0,01/0,42° 0,01/0,42°

Figura 52 - Correlagdo entre hiperresponsividade bronquica e parametros inflamatorios e de remodelamento.
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5.2.10 Analise Qualitativa

Fotomicrografias representativas sdo apresentadas na Figura 53 e ilustram os
processos inflamatdrios, remodelamento da matriz extracelular e estresse oxidativo
nas vias aéreas; processos inflamatorios sao ilustrados por IL-17; as caracteristicas
de remodelamento da matriz extracelular por TIMP-1 e marcadores de estresse
oxidativo por iINOS e NFkB. Todas as microfotografias foram tiradas com aumento de

400x.
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Figura 53 - Fotomicrografias representativas ilustram os processos inflamatérios, remodelamento da
matriz extracelular e estresse oxidativo nas vias aéreas.

5.3 Resultados Parciais do Material Particulado

A analise e caracterizagdo do particulado foram realizados sob

responsabilidade da Prof2 Christine Bourotte (Cidade Universitaria, Sdo Paulo-SP).
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A fracdo grossa apresenta cerca de 80% do MP1o. As concentragdes médias do
MP grosso foram maiores do que MP fino para ambos os locais de coleta e para todos

os periodos. ConcentragBes médias na empresa foram maiores do que a do Hotel no
verao e no inverno.

Elementos que mais chamaram atencéo na analise realizada foram cloreto (Cl),
ferro (Fe) e enxofre (S). As concentragdes de cloro foram mais elevadas no hotel

(local2) do que na empresa (locall) tanto no material particulado grosso quanto no
particulado fino no inverno (Figura 54).
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Figura 54 - Andlise do material particulado.

Dados parciais cedidos pela professora Christine Bourotte
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6. DISCUSSAO

Foi evidenciado aumento da hiperresponsividade brénquica em animais sadios
expostos a locais poluidos, bem como aumento de células positivas para inflamacéo,
remodelamento e estresse oxidativo quando comparados a animais sadios tanto no
verao quanto no inverno mantidos em ambiente controlado no biotério em Séo Paulo.
Os mecanismos envolvidos com tais observacdes sugerem que a ativacdo da via de
sinalizacdo do NFxB motivou um aumento na porcentagem de isoprostano (8-iso-

PGF2a), e um aumento na contagem de células positivas de iNOS e GP91phox.

O nosso modelo experimental de inflamacdo pulmonar mostrou
hiperresponsividade aumentada a metacolina com aumento da resisténcia das vias
aéreas e do parénquima pulmonar, bem como um aumento de células positivas para
IL-4, IL-5 e IL-13, indicando acentuacdo da resposta inflamatoria. Além disso, houve
aumento no numero de células positivas para TIMP-1, MMP9, MMP12 demonstrando
aumento do remodelamento. O estresse oxidativo foi exacerbado pelo aumento na
porcentagem de isoprostano e na quantidade de células INOS-positivas em ambas as

estacdes avaliadas.

Concomitantemente a analise realizada com o modelo experimental, foi
realizado estudo geoquimico da regido nos mesmos periodos de verao e inverno para
caracterizacdo do material particulado presente na é&rea gerida pela professora
Christine Bourotte. A fragcao grosseira tem cerca de 80% de MP10. As concentragdes
médias de MP grosseiro foram maiores do que MP fino para ambos os locais de coleta
e ambas as estacgfes. Além disso, as concentra¢cdes médias no local 1 foram maiores
do que no local 2 no verao e no inverno (dados ndo mostrados). Os elementos que

apresentaram maior concentragao no material particulado foram cloreto (Cl), ferro (Fe)
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e enxofre (S). As concentracdes de cloro foram maiores no local 2 do que no local 1,
tanto no material grosso quanto no fino no inverno, conforme demonstrados na figura

52 anteriormente.

Pedruzzi et al. (2019) constataram que as emissoes locais juntamente com as
emissodes externas foram responsaveis por gerar um aumento nas concentragcdes de
ozobnio e MP, esse aumento nas concentracdes de poluentes causou um aumento na
exposicdo a poluicdo do ar e consequentemente a geracao de diversas reclamacdes
da populacao local na cidade de Vitéria. A Agéncia Estadual de Protecdo Ambiental
em conjunto com as autoridades locais tenta desenvolver estratégias para minimizar

a poluicao do ar e ainda reduzir os impactos na populagéo (IEMA, 2021)

Além disso, pode-se observar uma acentuacdo da hiperresponsividade
brébnquica nos animais que foram sensibilizados com ovoalbumina, pois ja
apresentavam inflamacdo pulmonar alérgica prévia, e também um aumento
significativo da inflamacdo e do remodelamento nesses animais. O fato € que
podemos classificar como piora do processo inflamatério e exacerbacdo das
respostas inflamatérias ap6s exposicdo ao material particulado na regido de Vitoria
em ambas as estacfes. O aumento do conteldo de isoprostano e células positivas

para iINOS podem explicar o mecanismo envolvido nessa exacerbacao.

Em relacdo a avaliacdo da hiperresponsividade a metacolina dos animais,
observamos um aumento na resposta maxima de resisténcia tanto do sistema
respiratorio (%Rrs) quanto das vias aéreas (%Raw) e um incremento na resposta
maxima de elastancia também do sistema respiratorio (%Ers) nos grupos SAL L1 e
SAL L2 guando comparativamente ao grupo SAL posteriormente ao desafio com

metacolina, sinalizando hiperresponsividade bronquica. Exacerbacdo da
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hiperresponsividade também foi observada em animais sensibilizados quando

comparados os grupos OVA L1 e OVA L2 em relacédo ao grupo OVA (%Rrs e %Raw).

A hiperresponsividade é reconhecida pela broncoconstricdo excessiva como
resultado de estimulos especificos, causando estenose das vias aéreas e
consequente aumento da resisténcia das vias aéreas. Em individuos saudaveis, essa
hiperresponsividade brénquica pode ser causada pelo contato da via aérea com o MP
e desencadear o inicio de uma cascata de mecanismos pro-inflamatorios. (LU, et
al.2021) e em individuos com doencgas pulmonares prévias, tal exposicao leva a uma
exacerbacdo do quadro clinico e piora progressiva (WU, et al. 2021). H& evidéncias
sélidas na literatura de que a exposicao a MP estd associada a hiperresponsividade
brénquica (CHURG et al. 2003), aumento do estresse oxidativo (QU et al. 2017;
CIENCEWICKI et al. 2008), desequilibrio subsequente como uma fung¢ao das células
Th:1 e Thz (KRUG et al. 2015; EIYMO, et al. 2016) e consequentemente
remodelamento da parede das vias aéreas e perpetuacdo da broncoconstricdo. Os
dados encontrados na literatura confirmam nossos achados em que observamos
aumento da hiperresponsividade bronquica, aumento das células inflamatérias e

aumento do remodelamento em nosso modelo de asma.

O MP é capaz de regular diferentes vias de sinalizacdo relacionadas a
mecanismos inflamatérios, como a quantidade de citocinas do perfil Th2 no FLBA,
dosagem de histamina e leucotrienos, infiltracdo de eosinofilos assim como perpetua
a hiperresponsividade brénquica (OGINO et al. 2014). Zhao et al. (2018) esclarece
que o contato com MP é capaz de promover uma resposta imune predominantemente

de perfil Th2, estimulando a liberagcao de interleucina 33 (IL-33).
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A resposta inflamatoria evidenciada em nossos achados, com aumento de
citocinas pro-inflamatdrias em animais saudaveis, comprova a acao inflamatéria da
interacdo do material particulado presente na regido com o trato respiratério,
desencadeando um processo inflamatoério que pode ser inflamacao pulmonar alérgica
causada pela injecao intraperitoneal de ovoalbumina. Evidenciamos quantidade
semelhante de células inflamatérias positivas para todas as interleucinas avaliadas
(IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-17) nos grupos SAL L1 e SAL 12 em comparacéo ao grupo

OVA.

Tal exposicdo a material particulado do ambiente nos locais de exposicao
também induziu alteracdes nas vias aéreas e regides adjacentes semelhantes a uma
exacerbacdo da inflamacdo das vias aéreas induzida por alérgenos, incluindo
regulacao positiva da expressao de citocinas pré-inflamatorias consistente com perfil
Th2. As células T auxiliares tipo 2 (Th2) aumentaram a resposta imune. Esses
resultados foram analogos aos achados de Shadie et al. (2014) que observaram tal
elevacao nas células inflamatdrias e sugeriram uma associacao entre exposicdo a
altos niveis de particulas ambientais e piora da asma, potencialmente exigindo maior

uso de medicamentos e/ou hospitalizagéo.

De Genaro et al. (2021) relataram em seu estudo que a exposicdo aguda ao
cloro prejudica a funcéo pulmonar, aumentando o nimero de células inflamatoérias no
FLBA e nas vias aéreas em camundongos saudaveis. Tais achados corroboram
nossos resultados, reforcando a hipotese de que a exposi¢cdo ao cloro promoveu
inflamacdo e aumento da migracdo celular nas vias aéreas em camundongos
saudaveis. Tal infiltracdo celular no lavado broncoalveolar é indicativa de inflamacao

desencadeada por estresse oxidativo (LU et al. 2021).
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O estresse oxidativo evidenciado pelo aumento dos niveis de INOS, NOex e
conteudo de isoprostano em nossos achados foi um mecanismo critico evidenciado
para o0 desenvolvimento de hiperresponsividade bronquica, inflamacdo e
remodelamento em animais saudaveis e exacerbag¢do em animais sensibilizados com
ovoalbumina, corroborando achados na literatura que dao exposicdo ao material
particulado no epitélio respiratério como responsavel pela formacéo de radicais livres

de nitrogénio e oxigénio(ARBEX, et al., 2021; ZHU et al. 2018).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo capazes de induzir estresse
oxidativo nas vias aéreas (ARBEX, et al., 2021) e ativar as vias de sinalizacdo do
estresse oxidativo (FERNANDO et al. 2019), levando ao aumento da expressao de
sintases de 6xido nitrico e a formacao de 6xido nitrico pelo epitélio brénquico (ZHU et
al. 2018) corroborando nossos achados, com aumento de Oxido nitrico exalado

(FeNO) em animais expostos nos locais 1 e 2.

O fator de crescimento transformador beta (TGF-B), um mediador chave da
transformacao de células epiteliais para mesenquimais, pode ser influenciado pelo
estresse oxidativo/espécies reativas de oxigénio (ROS), sugerindo a ligacdo entre
MP2s e sinalizacdo ROS (DYSART et al. 2014). Além disso, a composi¢do das
particulas é provavelmente um importante determinante do efeito do MP na

progressao da doenca pulmonar (OBERDORSTER et al. 2005).

Estudos anteriores mostraram que muitos desses componentes do MP podem
induzir dano celular, o que pode estimular vias de remodelamento da matriz
extracelular (LI et al. 2011; ZHOU et al. 2009). O remodelamento das vias aéreas,
refere-se as alteracdes estruturais e da matriz extracelular (MEC) nas vias aéreas de

grande e pequeno calibre (HOUGH et al., 2020). O perfil da MEC é alterado nas vias


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9669433/#B60
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aéreas de paciente asmaticos com menor deposi¢cao de colageno tipo IV, elastina e
mais deposicdo de colageno tipo |, fibronectina, laminina, periostina, versicana,
decorina e lumicano (HOUGH et al., 2020; DEKKERS et al., 2021); fatores pro-
inflamatorios secretados, como citocinas e proteases, perpetuam as respostas imunes
e remodelam a MEC (NI e DONG, 2018; BRIGHTLINT e GREENING, 2019); papel
este desempenhado por diversas células imunes, incluindo neutréfilos, eosindfilos,

monaocitos, macrofagos e mastocitos, entre outros (HELFRICH et al., 2019).

Hough, et al. (2020) demonstraram em seu estudo que macrofagos alveolares,
mastdcitos, eosindfilos e neutrofilos foram responsaveis por degradar a MEC
liberando metaloproteinase da matriz MMP9; a degradacgéo do colageno impulsionada
pela MMP9 liberou fragmentos biologicamente ativos na asma, como a matricina pro-

neutrofilica (PGP) (PATEL e SNELGROVE, 2018).

Ademais, evidéncias recentes indicam que trajetdrias migratérias de neutrofilos
guimiotaxicos ja se mostraram dependentes da concentracdo de colageno
(FRANCOIS, et al. 2021); e o aumento do alinhamento das fibras da MEC promoveu

a migracao celular e a direcionamento desta migracdo (WANG et al. 2018).

Adicionalmente em seu estudo, Nawroth et al. (2020) observaram maior adeséo
de neutréfilos na superficie do endotélio microvascular, quando estimulados pela
presenca da IL-13, seguida de migracéo transendotelial de neutrofilos através de uma
combinacdo de eventos migratérios perpetuando ainda mais a resposta inflamatoria;
estudos evidenciaram que a exposicdo a substancias quimicas adsorvidas e MP
podem gerar estresse mecanico as celulas, resultando em alteracdes na integridade

da membrana celular, deformagdo da estrutura celular e alteragbes na matriz

extracelular circundante (SHAN et al. 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9669433/#B60
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Dysart et al. (2014) observaram que a exposi¢cao ao MP promoveu ativacéo
mecanica da citocina TGF-3 ocasionando subsequentemente aumento na condugao
de alteracdes no fendtipo das células epiteliais alveolares gerando assim aumento da
rigidez destas células epiteliais; ademais achados deste grupo evidenciaram aumento
do alongamento das células e maior coloracdo de actina, fato que evidencia alteracdes

de remodelamento em reflexo & exposi¢cdo ao MP.

O estresse oxidativo pode piorar a lesdo pulmonar aumentando a peroxidagao
lipidica, a formacéo de isoprostano e o aumento da permeabilidade da membrana
celular (QU et al. 2017), o aumento dos niveis de produtos finais do estresse oxidativo
e 0 aumento da inflamacéo leva pelo menos parcialmente ao desenvolvimento de
hiperresponsividade (LU et al. 2021). Jung et al. (2012) atribuiram acéo citogenotdxica
ao MP, principalmente relacionada aos componentes metalicos presentes nessas
particulas, principalmente metais de transicdo como o ferro. Tal metal estimularia a
producao de radicais livres por meio de reacdes de Haber-Weiss e Fenton que geram

estresse oxidativo em DNA, proteinas e lipidios (JUNG et al., 2012).

Dentre as substancias que compbéem o MP, algumas ja estdo
comprovadamente associadas ao aumento da producdo de ERO direta ou
indiretamente. Consequentes aumentos no estresse oxidativo sdo decorrentes da
exposicao ao ferro, cobre, cromo e niguel (GHIO, 2003). O estudo de Seaton et al.
(2005) realizado em Londres mostrou que o Oxido de ferro como residuo de poeira
ferroviaria subterranea, € um material com grande potencial citotoxico e inflamatério.
Fato este que corrobora com nossos achados neste estudo, uma vez que a analise
geoquimica da regido mostrou uma grande quantidade de ferro e cloro no material

particulado da area.
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A interacdo do material particulado (MP) com o epitélio das vias aéreas
promoveu a ativacdo do NF«B, nos grupos SAL L2 no verdo e SAL L1 e SAL L2 no
inverno quando comparado ao grupo SAL, como via de sinalizacao para direcionar a
transcricdo de varias citocinas pro-inflamatérias (IL-4 IL-5, IL-13 e IL-17) nos grupos
SAL L1 e SAL L2 quando comparados ao grupo SAL, e a exacerbacdo da producéo

dessas citocinas no OVA L1 e Grupos OVA L2 quando comparados ao grupo OVA.

A inflamacdo € definida como uma resposta protetora do hospedeiro a
infeccbes e danos teciduais a fim de resolver tal agressao, caracterizada por uma
sequéncia de reacdes, que incluem vasodilatacao, recrutamento de células de defesa
e proteinas plasméticas para este local onde se encontra a lesdo/infeccdo (ZHANG et
al. 2018). No entanto, tais respostas inflamatdrias desequilibradas e recorrentes
podem causar danos teciduais excessivos e alteragdes duradouras que favorecem o

desenvolvimento de doencas inflamatorias agudas e cronicas (LIU et al. 2018).

A inflamacédo alérgica promove a ativacdo do NFkxB e consequentemente o
aumento da inflamacdo das vias aéreas, bem como a hiperplasia das células
caliciformes e a hiperresponsividade das vias aéreas, corroborando nossos achados.
Este autor também enfatiza que a sinalizacdo gerada pelo NFkB no epitélio
respiratorio € uma via critica para o desenvolvimento da asma e a ocorréncia de

hiperresponsividade das vias aéreas (SHELLER et al. 2009).

Oeckinghaus et al. (2009) define NFkB como um fator de transcrigao induzivel
gue regula uma grande variedade de genes que estao envolvidos em varios processos
de respostas inflamatérias e imunes. Além disso, o NFkB desempenha um papel na
regulacéo e diferenciacdo das células T e além de sua funcdo efetora (ZHU et al.,

2018).
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A inflamacé&o compreende componentes imunes adaptativos, particularmente
células T (Th) e auxiliares CD4* (ZHU et al., 2018). A ativagdo dessas células Th é
desencadeada pelo contato de um antigeno com receptores de células T (TCR) que
foram apresentados por células apresentadoras de antigenos, geralmente células

dendriticas (TAl et al., 2018).

A ativacdo desequilibrada de NFxB pode causar uma ativacado exagerada de
células T, que estao diretamente associadas a respostas autoimunes e inflamatorias
(CHANG et al. 2011). ApOs a ativacédo, as células CD4* irdo se diferenciar em células
T efetoras (Thi, Thz, Thiz e células T foliculares) que secretam varias citocinas e

interferem nas respostas imunes (ZHU et al. 2018).

Estudos anteriores evidenciaram que exposicdo de roedoras gravidas ao
PM:s inalado aumentou a expresséo de marcadores de estresse oxidativo em seus
filhotes (DI DOMENICO et al. 2020; EMAM et al. 2020; WANG et al. 2019a); tal
exposicao levou ao aumento da producéo intracelular de ROS e ativacdo de NF-
kKB, (WANG et al. 2019b) peroxidacao lipidica, alteracdes de sinal na expressao e
funcao de transporte, e ativacdo de metaloproteinases da matriz em sua descendéncia

(DI DOMENICO et al. 2020; EMAM et al. 2020).

As células Thz e Thiz, conhecidas como células inflamatorias (SUN et al. 2017)
estdo diretamente relacionadas a liberacdo de IFN-y, que é responsavel pela
imunidade celular e atua nos processos inflamatérios. O NF«B causa a diferenciacao
de células Th1 mediando a sinalizacdo do receptor de células T, modulando a indugéo
de diferentes citocinas, como IL-12, que também promove a diferenciacao de Tha (OH
et al. 2013). As células Thi7 secretam IL-17, uma citocina inflamatoria conhecida que

recruta monacitos e neutrofilos para o local da inflamagéo (LIU et al. 2018).
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A associacao do estresse oxidativo com material particulado desencadeia um
desequilibrio entre as respostas Thi/Thz, responsaveis por manter a homeostase
imunologica direcionando essa resposta para uma predominancia do perfil Th2
(HUANG et al. 2017) que esta associado a ativacdo de receptores toll-like (TLRS),
principalmente TLR4 e TLR2 (ZHAO et al. 2012). Guo et al. (2017) expuseram a
mucosa nasal de camundongos com rinite alérgica ao MP. Essa interacdo induziu uma
reducdo no interferon-gama (IFN-y) e um aumento nos niveis de IL-4 e IL-13,
conhecidas como citocinas Thz. Estes dados corroboram com nossos achados

guando mostramos niveis aumentados de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-17.

A correlacao relaciona o aumento de células inflamatdrias com os parametros
de hiperresponsividade brénquica, fato que nos leva a crer que a inflamagé&o tem papel
direto e fundamental no desenvolvimento e exacerbacéo da hiperresponsividade, fato
que favorece a perpetuacdo da cascata inflamatéria, que provoca a consequente
estimulacdo de matrizes de remodelamento levando a instalacéo e exacerbacédo de

doencas respiratorias.

7

Assim, a inflamacdo das vias aéreas € crucial no desenvolvimento da
hiperresponsividade, assim como a exposicdo ao MP, pois tanto promovem
diretamente a contracao do musculo liso brénquico quanto indiretamente contribuem

para o remodelamento das vias aéreas. (LU et al. 2021).

Neste estudo, realizamos a avaliacdo do estresse oxidativo através da
expressdo celular de INOS, conteudo de PGF-2a isoprostano, GP91phox e NO
exalado. Consideramos que esta selecdo de marcadores de estresse oxidativo foi
adequada, uma vez que uma alta producdo desses marcadores especificamente,

pode caracterizar o desenvolvimento de inflamacdo em animais saudaveis e
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exacerbacdo desta inflamacdo em animais ja sensibilizados. Para estudos futuros,
consideraremos incluir mais marcadores de estresse oxidativo e um andalises

adicionais de citocinas anti-inflamatorias.

Avaliamos como limitacdo deste estudo a utilizagdo de um modelo animal
experimental, devido ao fato de ndo podermos extrapolar diretamente nossos achados
para aqueles esperados em humanos e também o fator de estresse causado aos
animais devido a exposicao ambiental ter sido realizada em outra cidade, obrigando-

nos a fazer duas viagens de aviao.

Nosso estudo tem pontos fortes, nele consideramos a importancia de avaliar
varios mediadores inflamatorios para as citocinas Thi, Thz e Thiz, também realizamos
a andlise detalhada do processo de remodelamento, incluindo fibras colagenas, TIMP-
1, MMP-9, MMP-12, e TGF-B. Analisamos conjuntamente as vias de estresse

oxidativo, bem como a via de sinalizacdo do NF«B.
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7. CONCLUSOES

Com nosso estudo, pudemos concluir que a exposi¢cdo ambiental em Vitoria -
ES promoveu alteracdes significativas na hiperresponsividade brénquica, parametros
inflamatorios, estresse oxidativo e remodelamento de animais saudaveis, alteracfes
que geraram padrfes de resposta nesses animais semelhantes aos de animais
sensibilizados com ovoalbumina mantidos no biotério em Sao Paulo. No modelo
experimental de asma, observamos na maioria das andlises que a
hiperresponsividade a metacolina (Rrs, Ers, Raw) e o remodelamento, inflamacéo e
estresse oxidativo foram maiores nos grupos expostos em relagdo aos animais
controles mantidos no biotério de S&o Paulo, para que possamos inferir que a poluicdo
local promoveu inflamacdo alérgica em animais saudaveis, além de exacerbar a

inflamagé&o existente em animais previamente sensibilizados.

Portanto, tal exposicdo ambiental a poluicdo em Vitoria - ES foi responsavel
pela deterioracdo da resposta pulmonar tanto em animais asmaticos quanto em
animais saudaveis. Além disso, 0 mecanismo envolvido na ativacdo de marcadores
inflamatorios, de remodelamento, e de estresse oxidativo que parecem estar

associados a expressao de NF«B.
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