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RESUMO

A asma é considerada um problema de salde publica mundial que envolve disparo de
cadeia de eventos fisiopatoldgicos de dificil controle e tratamento. Estratégias
terapéuticas vém sendo estudadas para que a doenca possa ser estabilizada e
controlada. Porém, os eventos fisiopatologicos que envolvem a doenca ainda ndo séo
totalmente esclarecidos. Tendo em vista esta premissa, estudos experimentais sdo
necessarios e estdo em crescente desenvolvimento na comunidade cientifica com a
finalidade de esclarecer o padréo de resposta inflamatéria desencadeada no processo.
Tanto em humanos quanto em camundongos BALB/c o processo fisiopatolégico da
asma desencadeia resposta celular classica via células T helper 2 (Th2) com liberacao
de interleucinas (IL) inflamatérias. Além destes, infiltrado de macréfago, eosindfilos,
mastocitos. Estudos evidenciam um desvio na via de desencadeamento desta
resposta para via de células T helper 1 (Thl) mediada por IL-2 e interferon gama
(IFNy). A ativagdo da via celular Thl7 também é citada, porém ndo totalmente
elucidada quanto ao processo de imunorregulacdo. O objetivo do presente estudo foi
verificar os mecanismos imunoldgicos pelos quais a hiperdxia leva a lesdes em vias
aéreas inferiores e parénquima pulmonar em modelo de asma experimental induzida
por ovalbumina (OVA) em camundongos BALB/c. Para isto, realizamos a andlise
histopatologica do infiltrado inflamatério, do colageno e do muco, por coloracfes
histoquimicas, em amostras de tecido pulmonar, e quantificacdo dos niveis de
interleucina 10 (IL-10), interleucina 22 (IL-22) e interleucina 17 (IL-17), pelo método
ELISA, e nitrito (NO,), pelo método de Greiss, no lavado broncoalveolar. Os dados
sugerem que a polarizagdo para o fenétipo Thl7 induzida pela hiperoxia é

acompanhada por niveis mais altos no LBA, de IL-17, NO,, IL-10 e de IL-22.

Palavras-chave: asma, hiperdxia, interleucina, quimiocina, resposta imune,

camundongo.



ABSTRACT

Asthma is considered a worldwide public health problem that involves a chain of
pathophysiological events of difficult control and treatment. Therapeutic strategies have
been studied so that the disease can be stabilized and controlled. However, the
pathophysiological events involving the disease are not yet fully understood. In view of
this premise, experimental studies are necessary and are under increasing
development in the scientific community in order to clarify the pattern of inflammatory
response triggered in the process. Both in humans and in BALB/c mice the
pathophysiological process of asthma triggers classical cell response via helper T (T 2)
cells with release of inflammatory interleukins (IL). In addition, macrophage infiltrates,
eosinophils, mast cells. Studies evidence a shift in the pathway of triggering this
response to IL-2 and interferon gamma-mediated helper 1 (Thl) via pathway.
Activation of the Th17 cell pathway is also cited, but not fully elucidated as to the
immunoregulation process. The objective of our study was to verify the immunological
mechanisms by which hyperoxia leads to lesions in the lower airways and pulmonary
parenchyma in a model of experimental asthma induced by OVA in BALB / ¢ mice. We
performed the histopathological analysis of the inflammatory infiltrate, collagen and
mucus, by histochemical staining, in lung tissue samples, and quantification of
interleukin-10 (IL-10), interleukin-22 (IL-22) and interleukin-17 1L-17), by the ELISA
method, and nitrite (NO2), by the method of Greiss, in bronchoalveolar lavage. The
data suggest that the polarization for the Th1l7 phenotype induced by hyperoxia is
accompanied by highest levels in the BAL of IL-17, NO2, IL-10 and IL-22.

Key words: asthma, hyperoxia, interleukin, chemokine, immune response, mouse.
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Processo de sensibilizagdo ao antigeno especifico (Allergen). Células dendriticas
reconhendo o antigeno, migrando para os linfonodos regionais e apresentando o
antigeno as Células T virgens, induzindo a ativacdo de Células Th2 e Células B.
Células B estd secretando IgE especifica para o plasma. E observa-se um
mastoécito com IgE especifico, com ligante de alta afinidade (FceRl). Adaptado de
(Galli, €t Al 2008).....cceiiiiirieie ettt e e 24

Resposta imune asmatica a exposicdo ao antigeno, apls processo de
sensibilizagcdo. Células Th2 e Mastdcitos participando da ativagdo de eosinifilos,
netrofilos, basdfilos e células caliciformes. A esquerda Células Th17 induzindo a
broncoconstricdo. Adaptado de (Galli et al, 2008).........cccovviiiiiriiiieeeiiiiiieeeeeeen, 25.

Polarizacdo de células Thl e Th2 na asma. O fator de transcrissdo Tbet
direcionando padrao para resposta Thl e GATA3 para Th2. Adaptado de (Vercelli,
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1 INTRODUGCAO

A asma é uma doenca inflamatéria alérgica, obstrutiva. Clinicamente, exibe
hiperresponsividade brdonquica, caracterizada pelo aumento do grau de estreitamento
das vias aéreas inferiores em resposta a estimulos bronco constritores (RUBIN et al,
2012; ASBAI, 2018). Experimentalmente, a responsividade anormal é reconhecida por
resposta bronco constritora exagerada a agentes bronco ativos inalados ou a

estimulos fisicos induzidos (RUBIN et al, 2012).

Epidemiologicamente, a asma é extremamente relevante, considerada um
problema de saude publica no Brasil, com taxa de mortalidade de 2,29 por 100.000
habitantes, no ano de 2000 (WEHRMEISTER et al, 2012). Segundo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS, 2015), estima-se que 235 milhdes de pessoas sofram de
asma,; especificamente no Brasil, aproximadamente 20% das criangas tém a doenca.
De acordo com os dados da GINA, 2017, a asma € a doenga com maior morbidade
cronica em adultos e criancas, afetando gravemente a qualidade de vida dos
pacientes, além de ser a 52 causa de internacdo em sistemas de saude publica

(ASBAI, 2018).

Segundo a Global Initiative for Asthma (GINA, 2017), muitos fen6tipos tém sido
identificados na caracterizacdo da asma, como a asma alérgica (de inicio na infancia,
associada a histéria familiar ou pregressa de eczema, rinite alérgica, alergia alimentar
ou a medicamentos; apresenta inflamacg&o eosinofilica nas vias respiratérias), a asma
“ndo alérgica” (escassa inflamagao neutrofilica ou eosinofilica); asma de inicio tardio
(sintomas da asma apenas na vida adulta); asma com limitacdo fixa ao fluxo aéreo
(limitacdo persistente ao fluxo aéreo provavelmente devido ao remodelamento

brénquico) e asma associada a obesidade (escassa inflamacao eosinofilica).
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Destaca-se que, apesar de ser comumente associada as vias aéreas inferiores,
o fato da asma ser uma doenca inflamatéria alérgica, independente do fendétipo, seus
mecanismos fisiopatoldégicos desencadeiam uma cascata de eventos imunol6gicos
sistémicos, por vezes se associando a manifestacbes como rinite, em vias aéreas
superiores, hipersecrecdo em parénquima pulmonar e lesées em pele na dermatite

atopica, dentre outras. (GELLER, 2002; LEITE et al 2007; ASBAI, 2018).

Na ultima década, além de se considerar os fenétipos da asma, seus endotipos
vém sendo discutidos na literatura e sdo de particular relevancia para o
desenvolvimento de terapias biolégicas pois a escolha do tratamento é determinada
pela fisiopatologia da doenca. Do ponto de vista terapéutico, a asma é dividida em

endétipos Th2 e endétipos ndo-Th2 (REGATEIRO et al, 2017).

De acordo com a responsividade ao tratamento a asma é classificada em leve
(uso de medicacdo de alivio ou doses baixas de corticosteroide inalatério ou
antagonistas de leucotrieno), moderada (bem controlada com o uso da associagédo de
broncodilatador de acdo prolongada (LABA) associado a corticosteroide inalatorio
(ICS) em baixa dose) e severa ou grave (uso de altas doses de ICS e LABA ou nao

controlada com o tratamento) (COLICE, 2004; GINA, 2017).

Dada a gravidade da condicao clinica da asma severa, diversas terapias
complementares vém sendo empregadas na tentativa de melhorar a qualidade de vida
dos pacientes. Dentre estas terapias cita-se a administracdo de oxigénio
(oxigenoterapia), na qual altas concentragbes de oxigénio sao utlizadas nas
exacerbacdes agudas. No entanto, este procedimento tem sido amplamente discutido
na literatura, pois diversos resultados tém demonstrado que altas concentragcfes de
oxigénio (hiperdxia) podem causar lesdes alveolares difusas, de natureza inflamatoria,
caracterizando uma condi¢cdo denominada lesédo hiperdxica pulmonar aguda (HALI)

(PALOMINO, MARTI, 2015).
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Imunopatologicamente, o estabelecimento da HALI leva a infiltragdo
leucocitaria com producdo de espécies reativas, citocinas e fatores de crescimento.
Como consequéncia destes eventos hd edema e dano ao parénquima pulmonar

(PALOMINO, MARTI, 2015).

O infiltrado inflamatério das vias aéreas ha asma € regulado pela sintese de
diversas citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6) e fator de crescimento transformador beta (TGF-B). A inflamacao
pode ter padrdo celular varidvel, porém, destacam-se em proporcdes diversas o0s
subtipos de linfécitos, além de macrofagos, neutréfilos e eosindéfilos. Um importante
regulador da populacdo de linfocitos T é a proteina GATA-3, que favorece a
diferenciacao de linfécitos ThO em Th2, suprimindo o perfil Thl (PALOMINO, MARTI,

2015).

As células T17 (Th17) produzem interleucina 17 (IL-17), interleucina 21 (IL-21)
e interleucina 22 (IL-22) e funcionalmente, a efetividade desta populagdo celular é
determinada por seus padrdes de citocinas e alguns autores sugerem que as mesmas
participam da transi¢do entre a resposta inata e a resposta adaptativa. Via producao
de IL-17 atua induzindo a resposta inflamatéria e, associadas a outras citocinas a
populagédo Th1l7 favorece a atividade antimicrobiana (OPPMANN et al, 2000; PARK et

al, 2005).

Outro regulador celular relevante é a quimiocina derivada de macréfagos (MDC
ou CCL22). Sua sintese, realizada principalmente por macréfagos e células
dendriticas, é induzida por citocinas Th2 e é quimiotatica para células dendriticas e
para as préprias células Th2 (MANTOVANI et al, 2000; YAMASHITA, 2002). Segundo
estes autores, esta quimiocina, em altas concentragdes, desperta um “respiratory

burst”, que gera espécies reativas de oxigénio (ROS).
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Na asma, além das ROS estdo presentes espécies reativas de nitrogénio
(RNS), 6xido nitrico (NO), nitrito (NO2), peréxido nitrito (ONOO-) (BARNES, 2008;
CARVALHO et al, 2015). Diversos autores sugerem que as lesdes alveolares
observadas na HALI estdo associadas especialmente a liberacdo de derivados de
nitrogénio e a producdo de oxido nitrico sintase induzida (iNOS) (CARVALHO et al,

2015).

Deste modo, considerando que a asma € um problema relevante de saude
publica e que muitos dos casos de asma severa hao respondem a tratamentos
farmacologicos, a oxigenoterapia deve ser considerada para melhor qualidade de vida
dos individuos. Porém, a hiperoxia pode desencadear eventos imunolégicos que

participam da patogénese da HALI, levando, secundariamente, a lesdes pulmonares.

O presente trabalho propés, diante do exposto, investigar a influéncia da
hiper6xia nos niveis de interleucinas (IL-22, IL-17, IL-10), além da densidade de
colageno, infiltrado inflamatorio e presenca de muco, em modelo experimental de

asma induzida por ovalbumina (OVA) em camundongos BALB/c.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A asma e sua epidemiologia

A asma é uma doenca inflamatéria alérgica, obstrutiva das vias aéreas
inferiores, com reacdo brénquica exagerada, com bronco constricdo e aumento de
secrecdo, desencadeada por fatores como poluentes, atividade fisica, mudanca de
temperatura, particulas alergénicas irritantes dentre outros (ASBAI, 2018). E
classificada em leve, moderada e severa, de acordo com a resposta do paciente a
tratamentos classicos e alguns preditivos diagnésticos avaliativos sao importantes na
avaliacdo do prognéstico, como funcdo pulmonar, volume de forgca expiratoria e

resultado da espirometria (GINA, 2015).

Cerca de 300 milhdes de pessoas no mundo sao asmaéticas, sendo 6,4 milhdes
de brasileiros; é a quinta causa mais frequente de internagdo, responsavel em 2015
por mais de 100 mil internagdes no SUS, sendo dispendiosa para os programas de

saude publica (OMS, 2015).

Embora a taxa de mortalidade tenha diminuido na Ultima década, a alta
morbidade é relevante afetando negativamente a qualidade de vida e levando ao
afastamento do individuo de suas atividades rotineiras (WEHRMEISTER et al, 2012,

GINA, 2015, SANTO, 2006).

Por ser um problema de salde publica com indices de casos crescentes no
Brasil e no mundo, sdo necessarios estudos que busquem melhor controle da doenca,
melhorando a qualidade de vida dos pacientes acometidos. Para tal, € fundamental o
conhecimento dos mecanismos fisiopatologicos e imunol6gicos que desencadeiam a

asma e determinam sua gravidade.
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2.2 Padrao de resposta imunoldgica na asma

No processo fisiopatolégico da asma h&d uma resposta classica envolvendo
aumento de células T auxiliares (TCD4+) nas vias aéreas com predominio de células T
helper 2 (Th2). O processo de sensibilizacdo é desencadeado apds a exposigdo a um

agente agressor, antigeno especifico (Figura 1).

Lamendas
vias aéreas

Linfonodos Regionais (ou mucosa local)

250 | © 0|0 ©

Fonte do
infcioda IL4

juia Gelula MHG classe Il
Epitelial Dendritica molécula
Migragao de células Receptorde
dendriticas células T

v

Captag3oe
processamento Alérgeno nao — '?ézmla
de alérgenos por especffico IgE , .
células CD28
: ~
dendriticas CélulaT C.D o
Mastocito ‘ virgem e |4 [ ‘Meante
Irregular -
9 Peptideo 13 _ I CD 40
derivado CD80ou
de alérgeno GCD36

FCZRI

Alérgeno
especlfico IgE

AMASML AN

Produgaode IgE

GCélula B

Masculo lisodas vias aéreas

Figura 1: Processo de sensibilizacdo ao antigeno especifico (Allergen). Células
dendriticas reconhendo o antigeno, migrando para os linfonodos regionais e
apresentando o antigeno as Células T virgens, induzindo a ativagdo de Células Th2 e
Células B. Células B esta secretando IgE especifica para o plasma. E observa-se um
mastocito com IgE especifico, com ligante de alta afinidade (FceRl). Adaptado de
(Galli, et al. 2008)



20

Apés a fase de sensibilizagdo acontece uma resposta secundaria caracterizada
pela liberacdo de interleucinas (IL) inflamatérias, classicamente IL-4, IL-5, IL-9, IL-13
(Galli, Tsai et al., 2008). Além disto, nas vias aéreas ha presenca de infiltrado

inflamatério misto, composto por macréfagos, eosinéfilos, mastacitos (Figura 2)
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Figura 2 — Resposta imune asmatica a exposicdo ao antigeno, apés processo de
sensibilizacdo. Células Th2 e Mastocitos participando da ativagdo de eosinifilos,
netrofilos, basofilos e células caliciformes. A esquerda Células Th17 induzindo a
broncoconstricdo. Adaptado de (Galli et al, 2008)

No decorrer deste processo, 0s antigenos alojados nas vias aéreas ativam trés

mecanismos:
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1. Mastécitos sensibilizados por meio do receptor de IgE induzem a liberacdo de
mediadores que estimulam a broncoconstriccdo, incluindo: leucotrienos

cisteinicos (C4, D4, E4), prostaglandina D2 (ABRAHAM, JOHN 2010);

2.  As células epiteliais liberam Fator de Células-Tronco (SCF) que promovem a
manutencdo dos mastécitos ha mucosa da superficie das vias aéreas (BARNES,

2008);

3.  As células dendriticas mieléides processam os alérgenos (condicionados por
linfopoietina estromal timica (TSLP), proveniente tanto das células epiteliais
guanto de mastdcitos), e liberam quimiocina ligante CC-17 (CCL17) e CCL22,
gue atua sobre o receptor 4 de quimiocina CC (CCR4), atraindo células Th2 para

as vias aéreas (HOLT et al., 2008).

A resposta Th2 é ativada durante o processo inflamatério contra o patégeno
extracelular, desencadeando resposta inflamatéria mediada por interleucinas. A IL-9
estimula a proliferagdo de mastocitos. Tanto a IL-4 e a IL-13 estimulam as células B a
sintetizar IgE. Enquanto a IL-5, também induzida pelas células epiteliais, estimula o

recrutamento eosinofilico (Galli et al, 2008).

A via de resposta Th2 estd relacionada ao fator transcricional GATA3
aumentada na asma por inducdo da IL-4. O fator transcricional GATA3 inibe a STAT4
gque passa a nao ativar o fator de transcricdo Tbet, reduzindo o recrutamento das

células Thl (VERCELLI, 2008) (Figura 3).
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Figura 3 — Polarizacdo de células Thl e Th2 na asma. O fator de transcrissdo Tbet

direcionando padréo para resposta Thl e GATA3 para Th2. Adaptado de (Vercelli,
2008)

Evidéncias cientificas demonstram que nesta via ha presenca das células Thl
produzindo interferon-gama (IFNy), mesmo na asma severa, assim como na resposta
contra patégenos intracelulares como bactérias, fungos e virus (Mosmann e Coffman,
1989). O envolvimento do IFNy na asma esta relacionado a hiperresponsividade das
vias aéreas e tem participagdo na fisiopatologia desta doenga, mas seu papel ainda
ndo estd totalmente esclarecido e € controverso em compara¢cdo com a via Th2

(VOCK et al, 2010; YAO et al, 2012)

As citocinas produzidas pelas células Thl e Th2 atuam potencialmente como
um feedback para amplificar a diferenciacdo das células T em células Thl e Th2
(MOSMANN, COFFMAN, 1989). Porém, a relacdo Th1/Th2 ainda n&o foi totalmente

elucidada na fisiopatologia da asma. Quando h& o desvio para perfil Thl (resposta
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mediada por IL-2 e IFNy), a regulacdo negativa das células Th2 é induzida pelo

aumento da expressao de Tbet, que suprime GATA3 (BARNES, 2008).

As células Thl7, por sua vez, produzem IL-17A, IL-17F, 1L-22, IL-21 e IL-26
(Zhu et al., 2008). A diferenciacdo, amplificacdo e manutencdo das células T virgens
em Th17 sdo mais eficientes quando ha inducao por TGFp, IL-21 e IL-6 (VOCK et al,

2010).

As células Thl7 sdo conhecidas como potentes indutoras de inflamacéo do
tecido, associadas a patogénese de muitas doencas auto-imunes e experimentais

(KORN et al.; 2007).

Apesar da participacdo das células Th1l7 ser sugerida por diversos autores
como participante da patogénese da asma severa, o papel da IL-17 no processo de
imunorregulacéo € pouco conhecido (HOLT et al, 2008; VOCK et al, 2010; SHI et al.,

2012).

2.3 Relacdo hiperoxialasma e a modificagdo do padrdo de resposta

imunolégica

Liu e colaboradores (2016) descreveram como injuria pulmonar aguda
hiperoxica (HALI) as condi¢gbes patoldgicas cujos danos pulmonares foram causados
pela elevada pressao exercida pelos altos niveis de oxigénio. A resposta imunoldgica
associada a HALI envolve exsudacdo de leucécitos, liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias e edema pulmonar. A presenca de infiltrado inflamatério rico em
neutrofilos no parénquima pulmonar e o aumento da producdo de oxido nitrico (NO)
parecem exercer papel importante na patogénese da HALI (MATUTE-BELLO et al,

2008; AGGARWAL et al, 2010; LIU et al, 2016).

Pesquisas envolvendo seres humanos vém abordando os possiveis efeitos da
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hiperdxia asma.

Em modelo experimental cldssico de asma induzida, em camundongos,
diversos autores observaram que a hiperéxia induz o aumento de IL-6, TNFa e IFNy
nos pulmdes (BHANDARI, ELIAS, 2006; NAGATO et al, 2012). Estas sdo citocinas
comumente observadas na resposta Thl, e ndo Th2, como observa-se classicamente
na resposta imunolégica na asma. Em mesmo modelo, Barnes (2008) e Nagato e
colaboradores (2009) obtiveram resultados que sugerem que a hiperdxia induz o
estresse oxidativo na asma severa. Ainda no modelo experimental, Li e colaboradores
(2011) relatam que na hiperdxia ha aumento dos niveis de TGFf;, citocina que
modula, conjuntamente com a IL-6, a diferenciacdo das células T virgem em células

Th17.

Perrin e colaboradores (2011) desenvolveram estudo com 106 pacientes com
asma grave e crises de exacerbacdo, que foram randomizados para receber terapia
com alta concentragdo de oxigénio (8l/min via mascara de média concentracdo) ou
receber oxigénio titulado (para atingir saturacdes de oxigénio entre 93% e 95%),
ambos por 60 minutos. Os autores observaram que no grupo que recebeu a
oxigenoterapia em alta concentracdo houve aumento significativo da pressdo do
diéxido de carbono (PtCO,). Diante dos resultados, os autores sugeriram que um
regime de oxigénio titulado fosse recomendado no tratamento da asma grave, na qual

0 oxigénio é administrado apenas a pacientes com hipoxemia.

A relacéo direta entre o sistema 6xido-reducao e a resposta imune de células
Th2 na asma (JUNGSUWADEE et al, 2012), refor¢a ainda mais a hipotese de haver

relacdo entre a hiperdxia e modificagdo da resposta inflamatoéria imunoldgica na asma.

Diversos estudos tentam esclarecer os mecanismos que desencadeiam o
estabelecimento, a gravidade e as exacerbacfes da asma, bem como determinar a

intensidade e os padrdes inflamatérios mensuraveis (WENZEL, 2012). Portanto, sao
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sugeridos estudos experimentais que elucidem o processo que determina e
desencadeia o padrdo de resposta com liberacdo de citocinas e quimiocinas

inflamatorias.

2.4 Interleucinas e quimiocinas relevantes na resposta imune da asma

As quimiocinas sao proteinas sollveis capazes de controlar adeséo,
quimiotaxia e ativagdo leucocitaria. Contribuem para desenvolvimento dos processos
imunologicos participando principalmente como indutoras de migracdo e ativagéo; a
maioria das quimiocinas apresenta um padrao de expressdo pro-inflamatorias
importante, além de desempenhar papel primordial no retorno da célula a sua
homeostase fisioldgica apbés agressao. (MELLADO et al, 2001; JIN et al, 2008;

GUERREIRO et al, 2011).

Sao tipicamente induzidas por mondcitos e macrofagos além das células
epiteliais, endoteliais ou fibroblastos por citocinas pré-inflamatérias como a interleucina
1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (INF-y) e por
estimulos externos como lipopolissacarideo (LPS). Outras quimiocinas sao
especificamente induzidas por citocinas envolvidas na resposta Th2 (IL-4, IL-10, IL-
13), em mondcitos e outras células. As evidéncias listadas acima levam a crer que
certas quimiocinas esta associada a respostas Thl (pré-inflamatérias) enquanto outras
estardo associadas a respostas Th2 (ROSSI et al, 2000; MELLADO et al,
2001;RAJAGOPALAN et al, 2006; SOLDEVILA et al, 2007; JIN et al, 2008

GUERREIRO et al, 2011)

As quimiocinas sao subdivididas em subfamilias de acordo com o espacamento
entre 0os aminoacidos existentes nos residuos de cisteina da extremidade N-terminal.

As subfamilias possuem receptores que controlam a migracdo e resisténcia das
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células do sistema imune. Temos quatro subfamilias de quimiocinas, sendo as duas
primeiras mais importantes: quimiocina CC (maior das subfamilias), CXC, CXC3 e C
(linfotactina quimioatratora de linfocitos). Os receptores de quimiocinas séo ligados a

proteina G (ROSSI et al, 2000; RAJAGOPALAN et al, 2006; SOLDEVILA et al, 2007).

As guimiocinas CC, que desempenham papel importante na inflamacé&o crénica
e na resposta alérgica, contém um residuo de cisteina, localizados no cromossomo 17,
responsaveis pelo estimulo de mondcitos, basdfilos, eosindfilos, linfocitos T, células

NK (ROSSI et al, 2000; RAJAGOPALAN et al, 2006; SOLDEVILA et al, 2007).

A outra subfamilia de quimiocinas, as CXC, exibem um aminodcido entre as
duas primeiras cisteinas, localizadas no cromossomo 4 e sdo responsaveis pelo
estimulo quimiotatico de neutréfilos (MELLADO et al, 2001; JIN et al, 2008;

GUERREIRO et al, 2011).

As interleucinas séo proteinas produzidas principalmente por linfocitos T,
macrofagos e eosindfilos, com suas fungbes especificas mas de um modo em geral
associadas a ativacdo ou inibigdo imunoldgica, além de algumas participarem da

inducdo mitotica agindo como fatores de crescimento (MENACHEM-ZIDON, 2010).

Atualmente, mais de 36 tipos de interleucinas foram identificados e, apesar de
anteriormente receberem denominagdes de acordo com sua funcdo, a denominacao
aceita universalmente é sua representacdo por numeros, pela ordem da sua
descoberta, visto que as mesmas apresentam multiplas fungdes e torna a linguagem
cientifica uniforme. Os efeitos das interleucinas dependem de sua célula alvo e a
maioria destes efeitos ocorre em cadeia formando uma rede complexa nas diversas

condicBes patolégicas (ALAVERDI, SEHY, 2007).
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2.4.1 Quimiocina derivada de macréfagos

Um dos membros da familia das quimiocinas CC é a quimiocina derivada de
macrofagos (MDC ou CCL22), composta por 69 residuos de aminoacidos. A MDC é
principalmente produzida por macrofagos e células dendriticas apds estimulo com

produtos microbianos ou anticorpo anti-CD40 (YAMASHITA, KURODA, 2002).

A MDC é regulada positivamente por citocinas do perfil tipo Th2, tais como IL-4
e IL-5 e regulada negativamente pelo IFNy, produzido por células Thl. Além de
associadas as células Th2, a MDC também é regulada positivamente por agentes
indutores de prostaglandina e adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP ou AMP

ciclico) (YAMASHITA, KURODA, 2002).

Funcionalmente, a MDC recruta células dendriticas, células natural killers (NK)

e as proprias células Th2 (MANTOVANI et al, 2000; YAMASHITA, KURODA, 2002)

A MDC é altamente expressa em lesdes de doencas relacionadas aos
linfécitos Th2, como a hipersensibilidade das vias aéreas e a dermatite atdpica,
desempenhando um papel importante no recrutamento das préprias células Th2 para
os locais da reacéo inflamatéria e na regulacdo das respostas imunitarias relacionadas

com este perfil Th (MONTESEIRIN, 2002).

Destaca-se que em altas concentragdes, a MDC desencadeia um respiratory

burst, que gera espécies reativas de oxigénio (MONTESEIRIN, 2002).
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2.4.2 Interleucina 10

A IL-10 é também conhecida como fator inibidor de citocinas humanas (CSIF),
€ considerada uma citocina anti-inflamatéria imunomodulatéria produzida pelas células
T CD8 ativadas. Atua nos macrofagos como fator desativador de macréfago

produzindo efeitos inibitorios nas células T e NK (BORISH, 2003; JOHN et al, 1998).

Funcionalmente, a IL-10 regula crescimento e/ou diferenciacdo de células B,
granulécitos, células dendriticas, neutrofilos, queratindcitos e células endoteliais de
modo a inibir resposta contra patégenos intracelulares. Sua maior agéo € na inibicdo
de Thl e diferenciacdo de sobrevivéncia de eosindfilos na hiperresponsividade das
vias aéreas, além de inibir producéo/sintese de IFNy, IL-1, IL-6, IL-10, TNFa e

suspende a apresentacdo ao antigeno (BORISH, 2003; JOHN et al, 1998).

Em humanos, a IL-10 é produzida por células ThO, Thl e Th2 ativadas por
mondcitos, mastdcitos e macréfagos. No pulmdo normal, os macréfagos alveolares
séo a principal fonte de IL-10. No padrdo Th2 classico da asma alérgica os niveis de
IL-10 encontram-se aumentados, mas sua expressdo significativamente reduzida
nesta condicdo patolégica também sendo relatada na literatura, provavelmente

associada a desvios de perfil Th (BORISH, 2003; JOHN et al, 1998).

2.4.3 Interleucina 17

O papel da IL-17 no processo de imunorregulacdo das doencas pulmonares
ainda é um assunto recente. De forma semelhante, como descrito anteriormente, nos

pulmdes sua diferenciacéo esta ligada a IL-6, IL21 e TGF3 em camundongos e através
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de IL-6 e IL-1B em humanos. Da mesma forma, ha dependéncia de IL-23 para

diferenciacéo (HOLT et al, 2008)

As recentes descricdes do papel da IL-17 na inflamacdo nas vias aéreas
apontam para o envolvimento com a fisiopatologia da asma severa e doenga pulmonar
obstrutiva crbnica. Quando liberada pelas células Th1l7 agem sobre o epitélio das vias
aéreas, para liberar ligante CXC-quimiocina 1 (CXCL1), CXCL8 e IL-6. Os dois
primeiros ligantes atraem neutrofilos, enquanto a IL-6 aumenta a ativagcdo das proprias
células Thl7, em um mecanismo de feed back (BARNES, 2008; HAMMAD,

LAMBRECHT, 2008; HOLGATE et al, 2008).

As células Th1l7 também liberam IL-21 que estimula a diferenciacdo das
préprias células Thl7 em um mecanismo mecanismos de feed back positivo
(sinalizacdo autécrina), envolvendo o fator de transcigdo signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3). Com a liberacdo de IL-22 as células Th17 induzem

a liberacao de IL-10 e proteinas de fase aguda.

A regulagéo das células Th17 ocorrem via IL-23, através da ativagdo do fator
de transcricdo retinoic-acid-receptor-related orphan  receptor-yt = (RORyt).
Interessantemente em humanos, o TGFB parece ter um papel inibitério sobre as
células Th17 quando envolve o processo inflamatorio das vias aéreas (LI et al.; 2011,

ST JOHN et al, 2013).

Vock e colaboradores (2010) identificaram o aumento de células Thl7 em
biopsias de brébnquios de pacientes com asma severa e 0s autores relatam que seria
correto considerar que aproximadamente 20% do infiltrado linfocitario na asma

corresponde as células Th17 (VOCK et al, 2010).

A hipotese de que as células Th1l7 tem um papel importantena asma vem do
fato de que foi demonstrado que estas células, in vitro, produzem IL-8, IL-6, TNFa,

fator de crcacimento de colbnias de granulécitos e monocitos (GM-CSF), e fator de
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crescimento relacionado ao antigeno a (GRO-a) em células epiteliais de humanos e
células da musculatura lisa bronquial através da secrecdo de IL-17A e IL-17F (VOCK

et al, 2010).

As células Th17 ativam neutrdéfilos através da IL-6, TNF-a, IL-1B e IL-17A, que
atuam em sinergia na producéo e atividade de elastase neutrofilica humana (HNE) e
mieloperoxidase, duas das mais importantes enzimas derivadas de neutrofilos. As
células Thl7 prolongam a sobrevivéncia de neutrdfilos liberando GM-CSF e fator
estimulante de coldnias de granuldcitos (G-CSF), permitindo-lhes a manutencao da

sobrevida dos neutréfilos nas vias aéreas (LI et al.; 2011; ST JOHN et al, 2013).

2.4.4 Interleucina 22

A IL-22 é membro da familia IL-10 e subfamilias IL-19, IL-20, IL-24, IL-26, IL-29
e se liga a receptores de superficie IL-10R2 e IL-22R1, pertence a classe dos potentes

mediadores inflamaté6rios (OUYANG et al, 2011).

Sao produzidas pelas células TCD4+, TCD8+ e células NK onde se inicia a
resposta imune inata contra agentes patogénicos, bacterianos, células epiteliais do

aparelho respiratério e intestinal (GERHARDT et al, 2009; SABAT et al, 2014).

Juntamente com IL-17, a IL-22 é produzida por células Thl7 e tem papel
importante na regeneracdo dos tecidos em reagfes de autoimunidade, porém, esta
interleucina pode ter acao proé-inflamatéria e também reguladora da co-expressao da

IL-17 (SABAT et al., 2014; CRELLIN et al, 2010).

Estudos sugerem que em modelos animais de camundongos, as células Th17

sdo as principais produtoras de IL-22, fato que difere dos seres humanos onde sua
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producdo advém principalmente das células Th22 e Thl (SABAT et al., 2014; WOLK et

al, 2011).

2.5 Modelos animais no estudo da fisiopatologia da asma

A fisiopatologia da asma tem sido frequentemente estudada em modelos
experimentais que utilizam animais. Este fato ocorre, provavelmente, pelas limitacbes
de estudos com seres humanos por questdes éticas, principalmente quando ha a
necessidade de realizacdo de procedimentos invasivos ou ndo se tem conhecimento

prévio da eficicia e toxicidade in vivo do objeto de estudo (GUEDERS et al, 2009).

A utilizacdo de camundongos é a principal escolha para a inducao experimental
da asma pois estes animais se reproduzem e amadurecem em rapido ciclo; ainda, ha
ampla disponibilidade de reagentes e marcadores da resposta imune para este modelo
(GUALDI, 2010). Destaca-se gue especificamente camundongos da linhagem BALB/c
desenvolvem inflamacéo pulmonar semelhantemente aos humanos, apresentando
intenso recrutamento de mastocitos, eosinéfilos, neutréfilos e macroéfagos,
hipersecrecdo de muco, hiperresponsividade das vias aéreas, aumento da producao
de IgE especifica nos modelos induzidos por ovalbumina (OVA) e aumento da
expressao de IL-4, IL-5, IL-13 (GUEDERS et al, 2009).

Além desses fatores, em modelos experimentais ha maior controle sobre
variaveis intervenientes que atualmente sdo descritas como determinantes e afetam
diretamente o fenétipo da asma, tais como: a dieta e principalmente fatores ambientais
relacionados a higiene. O controle do ambiente experimental aumenta a probabilidade
de um microbioma comum & colénia, minimizando interferéncias sobre a resposta

imunoldgica (EDWARDS et al, 2012).
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Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, desenvolvidos no modelo
classico de asma induzida por OVA em camundongos BALB/c, sugerem que o
estresse oxidativo induzido por hiperéxia aumenta a IL-17 em células epiteliais das
vias aéreas, células alveolares do tipo Il e macréfagos apds indugcdo em modelo

experimental de asma por ovalbumina (NAGATO et al, 2015).

Nagato e colaboradores (2015) observaram que a hiperoxia promove a
polarizacdo da resposta imune em direcdo ao fendtipo Thl7, resultando em dano
tecidual associado ao estresse oxidativo e migracdo de neutréfilos para o pulméo e

vias aéreas.

Dada a relevancia da compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos para
prevenir e tratar pacientes asmaticos graves e em crise que necessitam de
suplementacdo de oxigénio para reverter a hipoxemia, o presente trabalho busca
elucidar os mecanismos pelos quais a hiperéxia leva a lesées pulmonares na
inflamacdo aguda das vias aéreas, em modelo experimental de asma induzida pela

OVA.
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3 HIPOTESE

A hiperéxia promove modificacdes no perfil classico de resposta Th2 no modelo

de asma aguda em camundongos promovendo alteragbes nas caracteristicas

imunoldgicas e inflamatdrias no processo alérgico.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Verificar os mecanismos imunoldgicos pelos quais a hiperdxia leva a lesdes em
vias aéreas inferiores e parénquima pulmonar em modelo de asma experimental

induzida por OVA em camundongos BALB/c.

4.2 Objetivos especificos
Caracterizar, histopatologicamente, o infiltrado inflamatério e o colageno em
areas peritubulares e perivasculares, bem como a presenca de muco no epitélio

brénquico, em amostras de tecido pulmonar

Analisar os niveis de IL-22, IL-17 e IL-10 em lavado broncoalveolar

Analisar os niveis de nitrito (NO2) em lavado broncoalveolar
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5 MATERIAL E METODOS

O estudo analitico experimental foi realizado em parceria entre as
Universidades Federais de Juiz de Fora (UFJF) e Ouro Preto (UFOP), ambas do
Estado de Minas Gerais, e foi submetido & Comiss&o de Etica para o uso de animais

experimentais da UFOP, protocolo CEUA no. 107/2012 (ANEXO 1).

As etapas experimentais foram realizadas nas duas instituicdes mencionadas,
sendo: na UFOP (procedimento experimental, coleta e obtencdo de amostras, anélise
imuno-histoquimica) e na UFJF (analise histopatologica, obtengcdo e andlise dos

resultados e andlise estatistica).

5.1 Animais

O estudo apresentado foi realizado com blocos provenientes de 30
camundongos BALB/c isogénicos (n=30), fémeas, com idade variando entre seis a oito
semanas, pesando cerca de 20-25¢g. Os animais que deram origem ao material
emblocado foram obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Ouro Preto —
UFOP/MG - Brasil, onde a pesquisa experimental foi realizada. Os animais foram
mantidos a uma temperatura controlada (21-22°C + 2 °C) e umidade relativa do ar
entre 50-55% (Termo-Higrémetro Digital -50° + 70° C 910.15chp Allabrasil), com ciclo
de iluminagdo de 12h claro X 12h escuro, com inicio do ciclo de luz fluorescente a
partir das 7h; foram alimentados com racdo e agua (mamadeira) ad libitum. O
ambiente foi exaurido a cada 15 minutos, mediante sistema automatico controlado por

timer.

Durante a fase de exposicdo ao oxigénio/nebulizacdo (descrita a seguir),

mamadeiras de 60ml foram posicionadas internamente a camara de inalacao,



36

juntamente com racdo triturada em cochos para viabilizar e facilitar a alimentacéo dos

animais.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

1. Grupo Controle (n=6) — contendo seis animais que ficaram ao ar

ambiente e ndo sofreram quaisquer tipos de intervencgodes.

2. Grupo PBS + AI(OH); (n=6) — englobando seis animais que
ficaram ao ar ambiente. No primeiro (1°.) e no décimo quarto dia (14°. dia) do
experimento receberam inje¢cdo intraperitoneal com tamp&o fosfato
(PBS+AI(OHz3)), no vigésimo oitavo (28°.), vigésimo nono (29°.) e trigésimo dia
(30°. dia) do experimento tampao fosfato intranasal e no trigésimo segundo dia

(32°. dia) foram submetidos a metacolina nebulizada.

3. Grupo OVA (n=6) — englobando seis animais que ficaram em ar
ambiente, receberam injec&o intraperitonial com ovalbumina (OVA) no primeiro
(1°.) e no décimo quarto dia (14°. dia) do experimento. Foram sensibilizados
com ovalbumina intranasal (PBS diluido em Al(OHs)) no vigésimo oitavo (28°.),
vigésimo nono (29°.) e trigésimo dia (30°. dia) do experimento, conforme
procedimento descrito a seguir. Posteriormente, no trigésimo segundo dia (32°.

dia) foram submetidos a metacolina nebulizada.

4, Grupo O, (n=6) — englobando seis animais que ficaram em ar

ambiente e no trigésimo segundo dia foram expostos ao oxigénio por 24 horas.

5. Grupo OVA + O, (n=6) — englobando seis animais que ficaram
ao ar ambiente, no primeiro (1°.) e décimo quarto dia (14°. dia) do experimento
receberam injecao intraperitoneal de ovalbumina. No vigésimo oitavo (28°.),
vigésimo nono (29°.) e trigésimo dia (30°. dia) foram sensibilizados com

ovalbumina intranasal (PBS diluido em AI(OH3)), conforme procedimento



37

descrito a seguir. No trigésimo segundo dia (32°. dia) foram submetidos a
metacolina nebulizada seguido de exposicdo imediata ao oxigénio por 24

horas.

5.2 Indugéo experimental da asma

5.2.1 Sensibilizados com OVA intraperitoneal e/ou injecdo de PBS diluido em

Al(OH)3

No primeiro dia (1°.dia) do experimento foram injetadas intraperitonealmente
(IP) nos camundongos do Grupo PBS, no Grupo OVA e no Grupo OVA + O,
respectivamente, um volume final de 50uL de solucdo de PBS em 2mg de hidroxido
de aluminio (AI(OH)3) e 20mg de OVA por camundongo. No décimo quarto dia (14°.

dia) do experimento este procedimento foi repetido.

5.2.2 Instilagdo intranasal com OVA ou PBS e nebulizacdo com metacolina ou

PBS

No vigésimo oitavo (28°.), vigésimo nono (29°.) e trigésimo dia (30°. dia) do
experimento, os animais dos grupos OVA e OVA+O, receberam volume final de 50uL
de solucdo de 20mg de OVA em 2mg de hidroxido de aluminio (Al(OH)s) nebulizados
(Inalador a Ar Comprimido - INALAR-COMPACT) durante 20 minutos cada dia. O

Grupo PBS, recebeu apenas 0 mesmo volume de PBS nebulizado.
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No trigésimo segundo dia (32°. dia), os animais dos Grupos OVA e OVA+O,
foram submetidos a nebulizacdo com concentracdo de 25mg/ml de metacolina

(adaptado de Kumar, 2008).

5.3 Modelo de exposi¢cao ao oxigénio

Os animais dos grupos O, e OVA+O, foram expostos a condi¢des de hiperdxia
em uma camara de inalacdo (30 cm de comprimento, 20 cm de largura e 15 cm de
altura) (Valenca, et al., 2007; Nagato, et al., 2009; Nagato, et al., 2012) e receberam
um fluxo de oxigénio continuo de 10l/min, por 24 horas, apés o desafio com

metacolina.

Dois cilindros de oxigénio medicinal (oito mil litros de O,/cilindro obtidos da
empresa White Martins Praxair Inc. Sdo Paulo, Brazil) foram acoplados a uma valvula
reguladora de pressdo e um fluxémetro (com amplitude de mensuracdo de 0-15L/min).
Um condutor de silicone conectado ao fluxdmetro a cAmara de inalagdo. Os animais
dos grupos acima foram colocados na camara no trigésimo segundo dia (32°. dia) do
experimento com exposicado por 24 horas; logo apos o término de exposi¢cdo foi

realizado a eutanasia dos animais.

5.4 Eutanasia

Os animais foram sedados com Ketamina (100mg/Kg) e Xylazina (15mg/Kg) e
apoiados sobre a grade das gaiolas, de tal forma que pudessem se agarrar,
propiciando firmeza durante o método. A cauda do animal foi segurada com uma das

maos (pela base) e a outra apoiada com uma ping¢a anatémica transversalmente sobre
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a regido cervical. A seguir, a pinga foi pressionada firmemente para baixo e para
frente, empurrando a cabeca do animal, enquanto que, simultaneamente, a cauda foi
tracionada em sentido oposto, para tras. Foram aguardados os movimentos reflexos
musculares involuntarios para deslocamento cervical dos animais, para a remo¢ao dos

Orgdos e amostras para as analises.

5.5 Obtencao das amostras

ApOs a eutanasia dos animais, uma incisdo cirdrgica na linha média foi
realizada do processo xifoide até cerca de dois centimetros inferiormente, para que
seja rebatido o epitélio lateralmente, e o figado seja exposto. Apés rebater o figado
inferiormente e desinserir o musculo diafragma, foi realizada toracotomia esquerda e
direita, e as costelas foram rebatidas superiormente para exposicdo anatdbmica dos
pulmdes e coracdo. Os pulmbes foram coletados apds desinsercdo das estruturas
anatébmicas adjacentes, através do pincamento do mediastino, de tal forma que os
pulmdes ndo fossem manipulados diretamente. Os 6rgdos foram mantidos por 48
horas imersos em formalina 4% tamponada, na proporcdo de 20 vezes o volume de

formalina para o volume de amostra.

Para obteng¢do do lavado broncoalveolar, os pulmdes e vias aéreas dos
animais foram lavados trés vezes com 500uL (volume final igual 1,2 — 1,5ml). Em
seguida, 500uL foram utilizados imediatamente para contagem total de células
mononucleares e polimorfonucleares através da Zi Coulter Counter (Beckman Coulter,
Carlsbad, CA, USA) e o volume restante foi estocado em gelo para andlises

bioquimicas posteriores.
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5.6 Processamento histologico das amostras

Apbs a fixacdo, os 6rgaos foram desidratados em concentracdes crescentes de
etanol (70%, 90% e 100%) em banhos de 1 hora cada, sendo feitos trés banhos em
alcool absoluto. Posteriormente, foram clarificados em trés banhos em xilol de uma
hora cada, e finalmente realizada & impregnacdo em parafina em estufa a 58°C e a
inclusdo na parafina a temperatura ambiente. Os blocos foram entdo cortados em
micrétomo modelo “820” Spencer com espessura de 5um para coloragdes de rotina e

analises histoquimica e imuno-histoquimicas.

Os cortes foram desparafinados em trés trocas de xilol (dois minutos cada) e
hidratados em solugdes de etanol com concentracdes decrescentes com duas trocas a
100%, uma a 90% e uma a 70% (dois minutos em cada troca) e lavados em agua

destilada.

Foi realizada a coloracdo de rotina hematoxilina e eosina (HE), que cora os
nacleos em roxo / azul escuro (basofilicos) e o citoplasma em vermelho/r6seo

(eosindfilicos) (ANEXO 2).

Ainda, foi realizada a coloragéo histoquimica tricromio de Gomori para observar
a organizacdo do coldgeno nas areas peritubulares e perivasculares, bem como
caracterizacao do infiltrado inflamatério nas mesmas regides; o colageno é destacado
em coloragdo verde (ANEXO 3). Para a observacdo da presenca de
mucopolissacarideos (corados em purpura/magenta) no epitélio brénquico, foi utilizada

a coloragdo de Acido Periddico de Schiff (PAS) (5um de espessura) (ANEXO 4).
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5.7 Andlise histopatolégica

Os cortes corados em HE e nas coloracdes histoquimicas foram analisados em
microscépio Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em aumentos de 200X e 400X em toda
sua extensdo. A analise foi realizada em toda a extensdo do corte por trés diferentes
observadores com formacao em patologia e morfologia. A partir desta avaliacao, foram
selecionadas, em aumento de 400x, dez campos em cada amostra para captura digital
por sistema computadorizado Axion Vision (Zeiss, Berlim, Alemanha), por meio de
camera digital acoplada a microscopio 6ptico. Foram avaliadas descritivamente as
carateristicas gerais da histomorfologia bem como a densidade das fibras colagenas,
caracteristicas do infiltrado inflamatério e presenca de muco em epitélio, nas amostras

do experimento.

5.8 Homogeneizado pulmonar

O pulmao direito foi adicionado ao tubo de hemodlise contendo 1ml de tampao
fosfato, e homogeneizado utilizando um homogeneizador de tecidos. Em seguida, as
amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 7500rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi colhido e armazenado a -86°C para realizagdo de imunoensaio
(ELISA) e analises bioquimicas (dosagem de nitrito) e o pellet foi descartado (ANEXO

5).

Para a andlise dos dados foi preparada uma curva padréo baseado nos dados
produzidos a partir de diluicdes em série e a concentragdo da amostra foi analisada

com base nesta curva padréo.
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5.9 Andlise estatistica

Apéds confirmacao do teste de normalidade (Gaussian aproximation) os dados
foram expressos em média + erro padrdo da média. A diferenca entre os dados
continuos dos grupos foi avaliada pelo teste de analise de variancia (ANOVA) seguido
do Pés-teste de Tukey. A diferenca entre os dados discretos dos grupos foi realizada
através do Teste Kruskal-Wallis seguido do Pés-teste de Dunn. Em ambos o0s casos,
diferenca significativa foi considerada quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05

(Graphpad Prism 5 Software).



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discusséo serdo apresentados sob forma de artigos.
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7 CONCLUSAO

Os dados sugerem que a polarizacdo para o fenétipo Thl7 induzida pela
hiperdxia é acompanhada da reducdo de macréfagos, menores niveis de IL-10 e maior

expressao de IL-22.
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APENDICE 1: Oficio CEUA

MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO ‘i?‘”
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS i
Campus Universitario - Morro do Cruzeiro — ICEB-II, Sala 29
35400-000 - Ouro Preto - MG - Brasil .
Fone (31) 3559 -1368 Fax: (31) 3559-1370 S
Email: ceua@propp.ufop.br da Buta Preia

OFICIO CEUA Ne. 107/2012, de 10 de outubro de 2012.

limo. $r.
Prof. Dr. Frank Silva Bezerra
DECBI/ICEB/UFOP

Senhor Pesquisador,

Estamos enviando o certificado de aprovagdo do protocolo “Efeitos da hiperdxia
sobre a resposta inflamatdria imunoldgica de camundongos BALB/C no modelo
de asma aguda”. Infermames também que para atender a resolucéo normativa
n% 1, arligo &°, do CONCEA, ao final da execugdo do mesmo deverd ser
encaminhado relatério & CEUA/UFOP, conforme modelo presente na pagina da
CEUA

Atenciosamente,

!?xuuwm m.idtdu&»vﬂf oy

Fro Dr. Wandegon Geraldo de Lima
Coordenador da CEUA/UFOP.
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APENDICE 2: Hematoxilina e eosina (HE)

Hematoxilina e eosina (HE)

Apdés a hidratacdo, os tecidos foram corados durante 15 minutos pela
Hematoxilina de Harris: 5 g de hematoxilina dissolvidos em 50 mL de alcool absoluto e
100 g de alumen de amoénio ou potassio em 1000 mL de &gua destilada aquecida
misturaram-se as duas solugdes, deixar ferver, em seguida adicionado 2,5 g de 6xido
de mercdrio, reaquecido até tornar-se purpuro escuro; sera retirada do aquecimento e
esfriada rapidamente. Foram adicionados 2 a 4 mL de acido acético glacial por 2100 mL
de solucao, filtrado antes do uso e o material foi lavados e azulados em agua corrente
por 5 minutos e agua amoniacal (200mL de agua destilada com 3 gotas de hidroxido
de amonio), corados pela solugdo de eosina aquosa 1% durante 2 minutos e

diferenciados em etanol a 70%.



APENDICE 3: Colorag&o histoquimica tricromio de Gomori

Coloracao histoquimica tricrémio de Gomori

As laminas com os cortes aderidos passaram pelas etapas:
1.- 2x10 min em xilol para desparafinar.

2.- 2x10 min em 100° etanol

3.- 10 min em etanol a 96°

4 a 10 min em etanol a 80°

5.- 10 min em etanol a 50°

6 - 5 min em agua destilada.

7.- 1h em solug&o Bouin 24h a temperatura ambiente

8.- Banho em &gua destilada até que a cor amarela desapareca
9.- 10 min na hematoxilina de Weigert.

10.- 5 - 10 min em agua corrente.

11.- 15 min em solucao de tricrémio.

Solugéo tricromica:
0,6 g de cromio 2R (CI 16570).

0,3 g de luz verde (Cl 42095).
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0,8 g de acido fosfotungstico.

1 ml de acido acético glacial.

Até 100 ml de agua destilada.

12- 1min em acido acético a 1%.

13.- 30s em &gua destilada

14.- 1 min em 100° etanol

15.- 1 min em 100° etanol

16.- 2 min em xileno

16.- 3 min em xileno

17.- Montagem do corte corado com laminula fixada com entelan.
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APENDICE 4: Método do acido periddico reativo de Schiff (PAS)

Método do acido periddico reativo de Schiff (PAS)

1 - Desparafinizar e hidratar os cortes em destilada.

2- Colocar as laminas na solucéo de 4cido periédico 1% por 15 min
3- Lavar em agua destilada por 5 min

4- Corar pela solugéo Schiff por 15 min em temperatura ambiente.
5- Colocar em solucéo sulfurosa durante 5 min

4 - Envolver o recipiente com as laminas em papel aluminio ou colocar em camara
escura

5 - Lavar em 4gua destilada por 4 minutos.
6- Corar pela hematoxilina de Mayer durante 10 min
7- Lavar em agua corrente durante 5 minutos.

8- Desidratar e realizar a montagem do corte corado com laminula fixada com entelan.
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APENDICE 5: Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

ETAPA 1: Revestimento da microplaca com antigeno

1. Dilui-se o antigeno (amostra de sangue e homogeneizado pulmonar) a uma
concentracao final de 20ug/ml em PBS. Em seguida, os pocgos da placa de ELISA
(placa de 96 pogos) foram revestidos com 50ul da solugdo antigeno/PBS, por
pipetagem.

2. A placa foi coberta com plastico adesivo, e incubada durante 2h, a temperatura
ambiente, ou a 4°C durante o overnigth.

3. A solucéo de revestimento foi removida e a placa lavada trés vezes por enchimento
dos pocos com 200ul de PBS+wash buffer. As solugdes ou lavagens foram removidas
por flicking sobre uma pia. As gotas restantes removidas por patting sobre uma toalha

de papel.

ETAPA 2: Bloqueio

4. Os locais restantes de ligacao de proteinas dos pocos revestidos foram bloqueados
por adicdo de 300uL de tampao de bloqueio por pogo para evitar reacgdes
inespecificas. Este tampao foi realizado com 5% de BSA (bovine serum albumin/ soro
bovino fetal) a fim de equilibrar as solucdes.

5. A placa foi coberta com um plastico adesivo e incubada durante pelo menos 2h a
temperatura ambiente ou a 4°C em overnigth.

6. Lave a placa duas vezes com PBS.
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ETAPA 3: Incubacdo com anticorpo primario (anti IL-10, IL-17, IL-22 e MDC) e

secundario

7. Foi adicionado 25yl de anticorpo primario diluido para 10mL em cada poco.

8. A placa foi coberta com um plastico adesivo e incubada durante 2h a temperatura
ambiente, ou a 4 ° C em overnigth.

9. A placa foi lavada quatro vezes com PBS+ solucdo de tween.

10. Foi adicionado 25ul de anticorpo secundario conjugado, diluido de acordo com a
concentracdo (sugerido pelo fabricante) em tampao de blogueio imediatamente antes
da utilizagao.

11. A placa foi coberta com um plastico adesivo e incubada durante 1-2h a
temperatura ambiente.

12. A placa foi lavada quatro vezes com PBS+solucédo de tween.

ETAPA 4. Anticorpo de Deteccéo

13. A solucao foi bloqueada com 0,3% de H,O, em metanol (para a peroxidase).

14. Avidina por 30 minutos

15. Substrato ABTS por 30min — cromégeno

O substrato para a ABTS é o peroxido de hidrogénio. A clivagem de peréxido de
hidrogénio é acoplado a oxidacdo de um doador de hidrogénio que muda de cor

durante a reagdo com coloracao esverdeada a andlise no espectofotdmetro.

16. Foi pipetado 100ul da solugao do substrato, por poco.
Apo6s o desenvolvimento de cor suficiente foi realizada a leitura da absorbéncia

(densidade 6ptica) de cada poco com o leitor de placas, no espectofotémetro.
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APENDICE 6: Carta de Aceite

& FACULDADES U R A TR
CARTA DE ACEITE
Rio do Janeita, 16 de jiho de 2018
Prezads Femando Mameiro Aatestrig,
Indormo que © arngo * As odlutas 117 o seu papel na fisiopstologis do

asma’, fal aceilo paks comié centifics da revista dentifica Cigncia Alual & sl
publicado na edigio de janeita de 2019,

Prof. Dr. Amanda Hayassy
Edior Geransa
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