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RESUMO

Asma é um problema de sadde publica com alta prevaléncia mundial. E uma doenca cronica
das vias aéreas, caracterizada por acimulo de células inflamatdrias, especialmente eosindfilos.
Obesidade € considerada uma doenca de propor¢des alarmantes, sendo fator agravante para a
asma pré-existente. Ainda ndo ha consenso sobre a causalidade e os mecanismos envolvidos
nessa relacdo. Durante a inflamacdo, o dcido docosahexaendico (DHA), um derivado do
Omega-3, passa por transformagdes enzimdticas originando mediadores pro-resolugdo,
incluindo as resolvinas da série-D. Estudos demonstraram que a Resolvina DI(RvD1) é capaz
de inibir a atividade de neutréfilos e a producdo de citocinas, apresentando acgdo anti-
inflamatdria e pro-resolucao nas vias aéreas de camundongos asméticos. Sabe-se que o perfil
inflamatério de camundongos asmaticos magros e obesos é diferente, € que o processo de
resolucdo no animal obeso encontra-se prejudicado. No presente estudo propomos estudar o
efeito do tratamento com RvD1 na exacerbacdo da asma em camundongos obesos por indu¢do
de dieta hiperlipidica. Foram utilizamos camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
padrdo (grupo controle) ou dieta hiperlipidica por 12 semanas (grupo obeso). Na 10* e 11*
semanas, os animais foram sensibilizados com ovalbumina (OVA). Posteriormente os animais
foram desafiados durante 4 dias com OVA na 12* semana. Grupos de camundongos obesos e
controles foram tratados com RvD1 (5 pg/kg via intraperitonial, durante os 4 dias de desafio).
A coleta do lavado broncoalveolar (LBA) e pulmao para andlises histoldgicas foi realizada 4 e
8 dias apds o desafio com OVA. Nossos resultados mostraram que nos animais magros, apos
4 dias do término do tratamento, RvD1 diminuiu o infiltrado de células inflamatorias totais e
eosinéfilos nos compartimentos perivascular e peribronquiolar do tecido pulmonar, e
concomitante aumento do infiltrado eosinofilico no LBA. Aos 8 dias foi observada
diminui¢do no infiltrado inflamatério nos 3 compartimentos. Os niveis de IL-5, eotaxina e IL-
10, assim como o numero de células apoptéticas no tecido pulmonar desses animais
diminuiram de forma significativa. Nos animais obesos tratados com RvD1 ndo foi observada
alteracdo no infiltrado celular total no compartimento perivascular ap6s 4 dias, enquanto apds
8 dias houve aumento. No compartimento peribronquiolar, aos 4 dias, houve aumento no
infiltrado celular total seguido de diminui¢do apds 8 dias. O tratamento ndo modificou o
infiltrado celular total no LBA em 4 e 8 dias. A avaliac¢do do infiltrado eosinofilico aos 4 dias
mostrou redu¢do no compartimento perivascular, e aumento aos 8 dias. No compartimento
peribronquiolar, o infiltrado eosinofilico foi maior em relagcdo aos animais obesos em 4 e 8
dias. Quanto ao LBA € observado aumento apds 8 dias do tratamento. Os niveis de, IL-5, IL4
e IL-10 no LBA assim com o nimero de células apoptéticas no tecido pulmonar de obesos
nao foram alterados pelo tratamento com RvD1. Baseado em nossos resultados e somado aos
dados ja relatados anteriormente na literatura, podemos sugerir que a RvD1 (5 pg/kg), quando
usada em camundongos magros com inflamagdo alérgica eosinofilica, apresenta acdo anti-
inflamatéria e pro-resolucdo. Entretanto, em camundongos obesos, a resposta a0 mesmo
tratamento € diferente, levantando novas hipéteses para o entendimento da relacdo asma e
obesidade.

Palavras-chave: Asma; obesidade; resolvinas.



ABSTRACT

Asthma is a public health problem with high global prevalence. It is a chronic disease of the
airways, characterized by accumulation of inflammatory cells, especially eosinophils. Obesity
is considered a disease of alarming proportions, being an aggravating factor for pre-existing
asthma. There is still no consensus on the causality and mechanisms involved in this
relationship. During inflammation, docosahexaenoic acid (DHA), an omega-3 derivative,
undergoes enzymatic transformations leading to generation of resolution mediators, including
D-series resolvins. A previous study in asthmatic mice has shown that resolvin D1 (RvD1)
inhibits neutrophils and production of cytokines, thus exhibiting anti-inflammatory and pro-
resolution actions in the airways . It is known that the inflammatory profile in obese asthmatic
mice greatly differ from the lean group, suggesting that the resolution process in obese animal
is impaired. In the present study we propose to study the effect of treatment with RvD1 on the
exacerbation of asthma in high fat diet-fed obese mice. We used C57BL / 6 mice fed with
standard diet (control group) or high fat diet for 12 weeks (obese group). At the 10th and 11th
weeks, the animals were sensitized with ovalbumin (OVA). Next, the animals were
challenged for 4 days with OVA at week 12. Groups of obese mice and controls were treated
with RvD1 (5 pg / kg intraperitoneally, concomitant with the 4-days OVA challenge). The
collection of bronchoalveolar lavage (BAL) and lung for histological analysis was performed
at 4 and 8 days after OVA challenge. Our results showed that in lean animals at 4 days, RvD1
significantly decreased the infiltration of total inflammatory cells and eosinophils in the
perivascular and peribronchiolar compartments of the lung tissue, and concomitantly
increased the eosinophilic infiltrate in BAL. At 8 days, a significant decrease of the
inflammatory infiltrate was observed in the three compartments studied (perivascular,
peribronchiolar and BAL). The levels of IL-5, eotaxin and IL-10 as well as the number of
apoptotic cells in the lung tissue of lean mice decreased significantly by RvDI1 treatment. In
obese mice, RvDI1 treatment had no significant effect in the total cell infiltrate in the
perivascular compartment at 4 days, while at 8 days there was increase in this parameter. In
the peribronchiolar compartment at 4 days there was increase in total cellular infiltrate and a
decrease at 8 days. The treatment with RvD1 did not modify the total cellular infiltrate in
BAL at 4 and 8 days. With regard the eosinophilic infiltrate at 4 days there was a reduction by
RvD1 in the perivascular compartment, increasing significantly at 8 days. In the
peribronchiolar compartment, the eosinophilic infiltrate significantly increased by RvD1 at 4
and 8 days. Regarding BAL, an increase was observed at 8 days. Levels of IL-5, IL4 and IL-
10 in BAL as well as the number of apoptotic cells in lung tissue of obese mice were not
altered by RvD1 treatment. Taken together, we suggest that RvD1 display anti-inflammatory
and pro-resolution action in airways of allergic lean mice. On the other hand, in obese mice,
RvD1 treatment generally enhanced the allergic airways responses. New hypothesis may be
raised to explain the influence of RvD1 in the asthma of obese individuals.

Keywords: Asthma; obesity; resolvins.
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1. INTRODUCAO
1.1 Asma

A asma € considerada uma das doencas inflamatérias cronicas mais comuns,
sendo um problema de saide publica mundial, atingindo 300 milhdes de individuos de todas
as idades. A prevaléncia da doenca e os custos com esta doenca sdo elevados, representando

de 1% a 2% do orcamento da saide em paises desenvolvidos (1).

Os paises da América Latina, incluindo o Brasil, vém sofrendo com o rapido
processo de mudanga na populagdo, que inclui urbanizagdo, migragdo, desenvolvimento
econdmico e a adocdo do moderno estilo de vida. Neste contexto, a asma e as doencgas
alérgicas estdo entre os principais problemas de saide publica em ascensdo, principalmente na
populacdo infantil (2,3). No Brasil, estima-se que cerca de 18 milhdes de individuos sejam
asmaticos (aproximadamente 10% da populacdo). Conforme dados do DATASUS (4), em
2008 a asma foi a 3* causa de internagdes hospitalares pelo SUS, com cerca de 300 mil
hospitalizagdes. O subdiagndstico ao lado do tratamento inadequado levam a morbidade e

mortalidade significativos.

A elevada prevaléncia da doenga tem sido atribuida a urbanizagdo, caracterizada
pela polui¢do, tabagismo passivo, dieta desequilibrada, e outras mudangas no estilo de vida
(5). Além disso, o sobrepeso/obesidade tem sido associado a um maior fator de risco para o

desenvolvimento de asma (6).

As crises de asma podem ndo ser constantes ao longo do curso de vida do
paciente, podendo existir periodos de remissao (7). As razdes para essa variabilidade ndo sdo
claras, mas ha evidéncia que idade, sexo e uso de cigarro desempenham papel fundamental

neste processo (7).

A asma alérgica € uma doenca heterogénea complexa, e caracteriza-se por
obstru¢ao e inflamacgdo das vias aéreas além de hiperreatividade bronquica a varios estimulos,
sendo reversivel espontaneamente ou por meio de tratamento farmacoldgico (8,9). A resposta
inflamatéria é mediada por células auxiliares do tipo 2 (Th2) e envolve a ativagdo de
linfécitos, neutrdfilos, mastdcitos e especialmente eosindfilos, que desempenham fungdes
importantes (9,10). A ativagdo destas células leva a liberacdo de mediadores pré-inflamatdrios

e citocinas, os quais causam aumento da permeabilidade vascular, contracdo da musculatura
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bronquica, infiltracdo de células inflamatdrias, hipersecrecio de muco, hiperreatividade das
vias aéreas e por ultimo remodelamento das vias aéreas (10). Estas mudangas sdo expressas

clinicamente como chiado, respiragdo curta e ofegante, dispnéia, tosse e deposi¢ao de muco.

1.1.1 Patogénese da asma

A patogénese da asma ainda ndo esta completamente esclarecida. Sabe-se que a
sensibilizacdo do individuo representa a primeira etapa para o desenvolvimento do quadro
asmatico. Os alérgenos inalados entram em contato com a mucosa respiratéria e sao
capturados por células dendriticas presentes no epitélio bronquico. Estas células sdo capazes
de reconhecer, processar e apresentar o antigeno aos linfécitos T naive. Uma vez
sensibilizadas, as células T sdo diferenciadas em linfocitos Th2 e tornam-se secretoras de
citocinas como, interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina
9 (IL-9), e interleucina 13 (IL-13) (8). As citocinas IL-4 e IL-13 induzem linfécitos B a
produzirem anticorpos do tipo IgE especifico ao antigeno (11,12). Estes anticorpos (IgE) se
difundem localmente, alcancam os vasos linfaticos e posteriormente a circulacdo sanguinea,
onde sdo distribuidos sistemicamente. Apds ganhar acesso ao fluido intersticial, os anticorpos
IgE antigeno-especificos se ligam a receptores de alta afinidade em mastdcitos residentes no

tecido das vias aéreas (13-16).

A partir dessa sensibiliza¢do, nos préximos contatos com agentes desencadeantes,
a maioria dos pacientes asmdticos desenvolve uma fase imediata e uma fase tardia. A fase
imediata se instala em poucos minutos, sendo caracterizada por obstrugdo das vias aéreas. A
fase tardia ocorre a partir de cerca de 3 horas de contato com o alérgeno, podendo durar por
varios dias. Nesta fase hd um forte processo inflamatério decorrente de uma intensa migracao
de células como macréfagos, basoéfilos, neutréfilos e principalmente eosindfilos para as vias

aéreas, contribuindo com a secrecdo de mediadores inflamatérios (9,17).
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1.1.2 Eosindfilos e asma

Avangos na compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos da asma levaram ao
reconhecimento de diversos fendtipos da doenga, sendo a asma eosinofilica responsdvel por
cerca de 50% a 60 % dos casos. (18). Achados obtidos em pacientes asmadticos indicaram que
o ndmero de eosindfilos no sangue e nas vias respiratdrias (escarro, lavado broncoalveolar ou

mucosa bronquica) encontra-se aumentado e em constante ativacao (19).

Ha mais de cem anos, foi publicado pelo médico Paul Ehrlich o primeiro relato da
presenca de eosindfilos em pdlipos nasais € em escarro asmdtico (20) e sua importancia foi
enfatizada pelos achados que correlacionavam o grau de eosinofilia no sangue e lavado

broncoalveolar (LBA) com o grau de hiperreatividade bronquica e gravidade da asma (21).

Eosinéfilos derivam de células progenitoras hematopoiéticas CD 34+ na medula
Ossea que, sob acdo da IL-3, IL-5 e GM-CSF, se diferenciam em eosin6filos a partir de seus
precursores mieldides (22,23). Em resposta a diversos estimulos, os eosindfilos sdo recrutados
da circulacdo para o local inflamado, onde modulam a resposta inflamatdria (22). Eosin6filos
ativados liberam substancias citotéxicas, como espécies reativas de oxigénio (EROS) e
proteinas téxicas como a proteina bésica principal (MBP), proteina cationica do eosinéfilo
(ECP), neurotoxina derivada do eosinéfilo (EDN) e peroxidase do eosindfilo (EPO), além de
produzirem e liberarem vérios mediadores pré-inflamatérios, incluindo citocinas, quimiocinas

e mediadores lipidicos (24,25).

Dentre as citocinas, a IL-5 é a mais especifica para a linhagem eosinofilica sendo
responsavel pelo crescimento, diferenciacdo, ativacdo e sobrevida desses leucdcitos (26-28).
A eotaxina exerce atracdo especifica sobre os eosindfilos, atuando predominantemente em
receptores CCR-3 (28). Os mecanismos responsaveis pelo recrutamento de eosindfilos para o
sitio inflamatdrio ainda ndo estdo completamente elucidados; porém, evidéncias apontam para
o envolvimento de IL-3, GM-CSF, IL-5 e quimiocinas, principalmente a eotaxina (19,29).
Supde-se que a IL-5 e a eotaxina ajam cooperativamente neste evento, onde a IL-5 atuaria

ativando e aumentando o nimero de eosinéfilos em resposta a eotaxina (30-32).

1.2 Obesidade

A obesidade, doenga cronica caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura

corporal (33), € considerada um dos principais problemas de satide publica mundial estando
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relacionada a 2,8 milhdes de mortes ao ano. Nas ultimas décadas houve um aumento
considerdvel na prevaléncia mundial da obesidade, chegando a atingir cerca de 1 em cada 10
pessoas, com consequentes gastos entre 1-7% dos recursos destinados a saude (34,35).
Estima-se que em 2025 cerca de 2-3 bilhdes de adultos estejam com sobrepeso e mais de 700
milhdes obesos (36). Na Europa a prevaléncia da obesidade triplicou nas ultimas duas décadas
(33), enquanto no Brasil, pesquisas do ministério da saide, em 2014, estimam que 52,5 % da
populacdo apresenta excesso de peso sendo 17% considerada obesa (37). O nimero de
individuos com sobrepeso ja ultrapassa o nimero de pessoas desnutridas, um dado que reflete
a aceitacdo de alimentos ricos em gorduras, porém carente de vitaminas e micronutrientes

(38).

Dentre as causas da doenga destaca-se o crescente consumo de alimentos com alta
densidade energética, pobres em nutrientes, ricos em gorduras saturadas e actcares, além da
reducdo na prética de atividade fisica, levando a um desequilibrio entre a ingestdo alimentar e
o gasto energético (33). As causas deste desequilibrio devem-se a interacdo entre fatores
genéticos, metabolicos, hormonais e ambientais, que ainda nao foram totalmente esclarecidos.
Por outro lado, a facilidade de acesso e o baixo custo de alimentos altamente palatdveis e de

grande densidade caldrica, contribuiram para elevar a prevaléncia de obesidade (39,40).

A obesidade é considerada um importante fator de risco para diversas outras
doencas como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral,

hipertensdo, esteatose hepdtica, cancer, apneia do sono e asma bronquica (33,41).

Embora seja tema de muitos estudos, a obesidade ainda hoje permanece sem
tratamento farmacoldgico satisfatério. Assim, a €nfase atual estd focada na compreensdo das
correlacdes moleculares entre obesidade e as doencas metabdlicas cronicas. Neste contexto, a
inflamacao cronica de baixo grau, mediada principalmente por células do sistema imune inato

e adaptativo, surgiu como um elo importante entre obesidade e alteracdes metabdlicas (42,43).

Apesar de a fisiopatologia da obesidade ndo estar completamente elucidada, muito
do que se sabe hoje foi possivel devido aos avangos da biologia molecular (44). Estudos
recentes t€ém demonstrado que o tecido adiposo ndo deve mais ser considerado apenas como
um orgdo de estoque de energia, mas sim que possui fun¢des enddcrinas e imunoldgicas
importantes (45). Na obesidade, existe um estado constante de inflamac¢@o cronica de baixo

grau caracterizada por ativacao e infiltragao de células com perfil pré-inflamatério e producao
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desregulada de citocinas pré-inflamatorias (46), exercendo efeitos significativos no sistema

imunolégico, modificando e perpetuando a inflamacgao (45-49).

1.3 Obesidade e Asma

Nos altimos 30 anos, a incidéncia de obesidade cresceu de forma dramaética em
todo o mundo enquanto que a prevaléncia de asma triplicou (50). Ainda permanece incerto se
esta associacdo € causal ou acidental e estudos recentes t€ém mostrado que o ganho de peso
pode preceder o desenvolvimento da asma (51,52). Sendo assim, o maior desafio na
compreensdo da natureza desta relagdo € determinar se a obesidade realmente modifica o risco
da asma ou o seu fendtipo, dificultando seu controle e interferindo na qualidade de vida de

pacientes asmaticos (53-60).

Diversos estudos prospectivos, tanto em adultos quanto em criangas, indicam que
o risco relativo da incidéncia de asma aumenta proporcionalmente com o IMC (61-63).
Estudo realizado em 2005 mostrou que a obesidade aumenta 2,7 vezes o risco de asma e o
sobrepeso em 2,0 vezes, em comparacao a pacientes de peso normal (64). Este estudo indicou
ainda uma piora na qualidade de vida dos pacientes asmaticos obesos com consequéncia

resisténcia aos tratamentos farmacoldgicos e maior nimero de hospitalizagdes (64).

As observagdes de que a perda de peso, seja cirdrgica ou por inducdo de dieta,
proporciona melhora de diversos aspectos da asma, incluindo prevaléncia, gravidade, uso de

medicamentos e hospitalizacdes, reforcam a relagc@o entre a obesidade e a asma (65-68).

Os resultados dos estudos epidemioldgicos sugerem uma relagdo causal entre a
obesidade e asma, indicando algumas etiologias comuns, principalmente em suas bases
genéticas (69); entretanto, é possivel que existam outros mecanismos biolégicos por meio dos

quais a obesidade possa ser tanto a responsdvel pela causa ou pelo agravamento da asma

(70,71).

Dados obtidos de modelos animais também sustentam esta relacdo entre
obesidade e asma (72-77). Camundongos obesos vém sendo utilizados na investigacdo de
potenciais mecanismos através dos quais a obesidade possa modular a inflamagdo das vias
aéreas e/ou sua funcdo. O modelo mais frequentemente utilizado nestes estudos € o de
obesidade genética, incluindo camundongos geneticamente deficientes na produgdo de leptina

(camundongos ob/ob) (76), ou no receptor de leptina (camundongos db/db) (76).
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Outro modelo utilizado para esta avaliacdo sdo camundongos com obesidade
induzida por dieta hiperlipidica, sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA) (74).
Neste modelo, ha eosinopoiese acelerada, aumento do recrutamento de eosindlifos da medula
Ossea para o tecido pulmonar e diminuicdo da velocidade de transito desses eosinéfilos
através do epitélio até o limen das vias aéreas (74). Dessa forma, os eosinéfilos permanecem
por mais tempo na regido peribronquiolar exercendo suas funcOes citotoxicas. Estes

resultados também foram encontrados em camundongos ob/ob, deficientes de lepina (76).

1.4 Processo inflamatorio e Resolucdo

A fim de impedir a permanéncia de patdgenos em seu organismo, 0os mamiferos
sao capazes de recorrer a um vasto arsenal de resposta de defesa, constituindo assim a reagao
inflamatéria. A inflamagdo aguda € uma resposta vital a infec¢do que € iniciada em segundos
apos a deteccdo de patdgenos (78). Os granuldcitos sdo rapidamente recrutados para os sitios
de infeccdo, onde se tornam ativos, aumentando a capacidade do tecido infectado de eliminar

o patdgeno, levando a reparacao tecidual, retomando assim o seu estado inicial (79,80).

Os eventos iniciais da resposta do hospedeiro a infeccdo sdo essenciais para sua
sobrevivéncia e manutencdo da homeostasia, sendo coordenados por diversas familias de
mediadores pré-inflamatérios, incluindo mediadores lipidicos (prostaglandinas, leucotrienos e
fator ativador de plaquetas), citocinas e quimiocinas. Tais mediadores possuem funcdes
sobrepostas e distintas, levando inicialmente ao aumento da permeabilidade vascular e
recrutamento de leucdcitos (78). A fase de iniciacdo € acompanhada pelos sinais cardinais da
inflamacdo, relatados pelas civilizagdes antigas como calor, rubor, inchago e dor (81). O
repertério de edema, infiltracdo de neutréfilos polimorfonucleares (PMN) e acimulo de
macréfagos no tecido resultam em uma sequéncia caracteristica de eventos durante o inicio da
resposta inflamatéria aguda. Na auséncia da depuracdo adequada de fagdcitos e presenca
continua de leucdcitos ativados nos tecidos, hd amplificacdo e persisténcia da inflamagao,
prejudicando o processo natural de resolu¢do com consequente cronificacdo da doenca e

perda de funcao tecidual (82).



23

z

A inflamacdo cronica é associada classicamente a doengas como artrite, asma,
distirbios neurolégicos degenerativos, diabetes, obesidade e doengas cardiovasculares (83-

87).

A resposta inflamatéria é normalmente bem regulada para que ndo haja danos
excessivos ao hospedeiro; € auto-limitante e entra em processo de resolucao rapidamente. Os
mecanismos envolvidos no controle do nimero de leucécitos no exsudato inflamatério e a
organizacdo dos eventos de sinalizacdo para resolu¢do sempre despertaram muito interesse.
Acreditava-se que o processo de resolucdo e retorno a homeostase se dava através da
dissipacdo dos sinais quimiotaticos iniciadores da resposta inflamatoria aguda, além de uma
auto-regulacdo envolvendo a ativacdo de mecanismos de feedback negativo, como a secrecao
de citocinas anti-inflamatérias, inibi¢do de cascatas de sinalizacdo pré-inflamatérias e

ativacdo de células reguladoras (81).

No entanto, além do decréscimo na concentracio de mediadores pro-
inflamatérios, amplas evidéncias indicam que a resolucdo da inflamacdo € um processo
bioquimico ativamente programado, regulado pela biossintese temporal de novos mediadores
quimicos durante a fase de resolucdo. Tais mediadores atuam na regulacio de genes
inflamatérios e limitam a migragao excessiva de PMN, além de estimularem a eliminacdo de
células apoptéticas e detritos celulares (88-91). Estas descobertas sugerem que a resolucdo
prejudicada de um quadro inflamatério seria responsavel pela inflamacdo persistente do
tecido, estando assim associada a inflamacdo cronica (92,93). A resolug¢do a nivel tecidual
encontra-se definida como a diminui¢cdo do infiltrado leucocitdrio em resposta a sinais

quimiotéticos, apoptose e depuracdo de PMN por acao de macréfagos (92,94).

Estudos por espectrometria de massa (LC-MS / MS) envolvendo a analise de
exsudados inflamatério em modelos animais e células humanas isoladas identificaram um
novo género de mediadores bioativos compreendendo quatro familias de estruturas distintas, a
saber: lipoxinas, protectinas, maresinas e resolvinas, sendo todas biossintetizadas durante a
fase de resolucdo da inflamacao aguda (88-90,95). Esses mediadores ativam mecanismos pro-
resolucdo, sendo que sua identificacio comprovou que a fase de resolucdo é um processo

ativo de biossintese (91).
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1.5 Mediadores lipidicos

O inicio da inflamagdo aguda é controlado por uma diversidade de mediadores
inflamatoérios, destacando-se os derivados lipidicos. Verificou-se que existe um interruptor
temporal na producdo dos mediadores lipidicos desde a fase inicial da inflamacdo até sua
resolucdo. Isto €, diferentes mediadores lipidicos sdo gerados em momentos diferentes durante
a evolugdo da resposta inflamatéria (91). Exemplificando, niveis elevados de prostaglandina
E2 (PGE,) e prostaglandina D2 (PGD,), mediadores de cariter inflamatério, estimulam a
producdo de lipoxina A4 (LXA4), que aparece no exsudado no mesmo momento em que 0O
infiltrado de PMN diminui. Aparentemente, a LXA4 atua como um sinal de interrup¢ao da
quimiotaxia celular, sendo classificada como um mediador pré-resolucdo (91). Assim, a
sinalizag¢do envolvida no processo de resolugdo estd intimamente relacionada a fase inicial da

inflamacao, isto €, o inicio programa o fim da inflamacao.

Como dito anteriormente, dentre os mediadores lipidicos especializados pro-
resolucdo, existem familias variadas, como lipoxinas, protectinas, maresinas e resolvinas, que
diferem quanto a sua constituicdo quimica e fung¢des podendo atuar por diminui¢do da
infiltracdo de PMN e da producdo de mediadores inflamatorios (eicosandides e citocinas),

além de estimular a captacio de células apoptéticas por macréfagos (96,97).

Estes novos mediadores endogenos t€ém sua origem em 4cidos graxos essenciais,
sendo as lipoxinas derivadas do 6mega-6 ao passo que protectinas, maresinas e resolvinas sao

derivadas do 6mega-3 (98).

Os 4cidos graxos poli-insaturados (AGPI), dmega-6 e dmega-3 ( AGPI n-6 e n-3),
sao precursores de uma gama de mediadores lipidicos bioativos. Sua nomenclatura baseia-se
na posi¢do da primeira ligacdo dupla contada a partir da extremidade metilo (6dmega) do
respectivo 4cido graxo poliinsaturado (99). O 4cido araquidonico, um 4cido graxo
poliinsaturado de 20 carbonos (100) é precursor de uma diversidade de mediadores lipidicos
bioativos e desempenha papel importante nos processos inflamatérios, destacando-se a familia

dos eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos e tromboxano).

Os mecanismos moleculares da transducdo de sinal de mediadores lipidicos
derivados de adcidos graxos n-6 e seus efeitos sobre o organismo tém sido relativamente bem

caracterizados (101). Entretanto, estudos com dcidos graxos n-3 foram negligenciados por
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muitos anos. O interesse nestes compostos surgiu a partir de observagdes em esquimoés da
Groenlandia que apresentam mortalidade por doencga coronariana em apenas 10% daquelas
registradas em estudos epidemiolégicos para dinamarqueses e americanos (102,103). Um fato
interessante apresentado por esses estudos € que mesmo sendo praticamente igual a
quantidade de gordura total na dieta de esquimds e americanos, a gordura na dieta de
esquimoés era rica em 4cidos graxos n-3 (104). Estudos subsequentes confirmaram a
importancia dos dcidos graxos n-3 como o &cido docosahexaendico (DHA) e éacido
docosapentaendico (EPA) na prevencdo de doencas cardiovasculares e diminui¢do da
mortalidade atribuida as mesmas (105). Além da doenca coronariana, a populacdo de
esquim6s da Groenlandia apresentou uma menor prevaléncia de outras doengas, como
psoriase, doenca inflamatoria intestinal, asma, artrite reumatédide e outras doengas autoimunes
(106-109). O contexto inflamatério destas doencas levou a suposicao de que os derivados do

acido graxo n-3 podem atuar através de downregulation de estimulos inflamatorios.

Estudos em animais também mostraram efeito anti-inflamatério de derivados do
Omega-3 em uma variedade de modelos de inflamag¢do. Em animais transgénicos com
concentracdes teciduais elevadas de Omega-3 foi observada melhora em quadros de

inflamacao alérgica das vias aéreas, colite, hepatite, pancreatite e hepatite (110-115).

Os principais representantes da familia dos dcidos graxos n-3 sdo o dcido a-
linolenico ou ALA (18:3n-3), o EPA (20:5n-3) e DHA (22:6n-3). Estes caracterizam-se por
possuir a ultima ligacdo dupla entre os carbonos de nimeros 3 e 4 na cadeia de
hidrocarboneto, contando o terminal metilo como de numero um. Por serem essenciais,
compde uma classe de moléculas que ndo sdo geradas pelo organismo, mas que sao
necessdrias ao seu funcionamento, provindo da alimentagdo ou suplementacdo (116). As
principais fontes de dcidos graxos essenciais sdo as plantas terrestres e aqudticas, sendo os
fitoplanctons, as algas e os Oleos de peixe as maiores fontes do dcido linolénico. Os
fitoplanctons, base da cadeia alimentar dos oceanos, sintetizam EPA e DHA, que sdo
encontrados em grande quantidade em 6leos de peixes e em peixes de dguas frias e profundas
(117). Os éacidos graxos poli-insaturados EPA e DHA sdo sintetizados através de seus
precursores no reticulo endoplasmaético liso, especialmente no figado, por sucessivas reacoes
de dessaturagdes (oxidacdo com formacdo de duplas ligacdes) e alongamento (insercdo de

dois dtomos de carbono na cadeia principal) (118). Estudos in vivo em humanos mostraram
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que ~5% do ALA € convertido em EPA, mas apenas 0,5% € convertido em DHA. Portanto,

considera-se importante a ingestdo de alimentos ou suplementos ricos em DHA (119).

O 4cido docosahexaenoico (4,7,10,13,16,19-22:6, DHA) é um dcido graxo
dmega-3 de 22 carbonos e 6 insaturagdes. E encontrado principalmente nas membranas
neurais do cortex cerebral e na retina (120,121), onde 25-35% encontram-se esterificados em

aminofosfolipidios como a fosfatidilserina, e a fosfatidiletanolamina (122,127).

Estudos indicam que a oxidag¢do enzimdtica de 4cidos graxos gera compostos
especificos com atividade anti-inflamatdria, os quais podem estar envolvidos nos mecanismos
de protecdo mediados por DHA (128-131). Entre os compostos com atividade anti-

inflamatdria destacam-se as resolvinas da série D, as protectinas e maresinas (131).
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Figura 1: Biossintese e estrutura das resolvinas, protectinas e maresinas geradas enzimaticamente a

partir do DHA (98).

1.6 Resolvinas

As resolvinas da série D apresentam como substrato para sua biossintese o DHA,
exercendo acdes pro-resolucdo e citoprotetoras potentes (88). Esta familia de mediadores €
por sua vez, dividida em dois grupos (resolvinas D17S e D17R), de acordo com a rota
biossintética em que sdo produzidas durante a resolucdo da inflamagdo. A D17S € convertida
em resolvinas da série D (RvD1-RvD6) através de vias bioquimicas distintas, envolvendo
etapas iterativas de lipoxigenacdo, formacdo de epoxido, e hidrolises enziméticas.

Alternativamente, a conversio de DI17R em resolvinas da série D (AT- RvD1-4) é
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desencadeada pelo dcido acetilsalicilico (AAS), através da COX-2 acetilada e subsequentes

transformagdes enzimaticas (131,132).

A sintese de resolvinas a partir dos AGPI Omega-3 desempenha papéis
imunorregulatérios em uma série de tecidos e tem relevincia em doengas de natureza
inflamatéria (artrite reumatdide, asma e periodontal), cardiovascular, e neurodegenerativas,
estando também implicadas no diabetes e na obesidade (88,91,133,134). Uma série de estudos
vem tentando elucidar o mecanismo de acdo destas novas moléculas imunorregulatérias em
diferentes tecidos e processos inflamatdrios. As resolvinas da série D sdo de particular
interesse uma vez que as membranas de células do cérebro e da retina sdo muito ricas em
DHA. Um estudo recente demonstrou que estas resolvinas sdao capazes de diminuir a
expressdo génica de citocinas pré-inflamatérias como TNF-o e IL1-B em micréglia apds
danos neurais (135). Outros estudos mostraram ainda que as resolvinas derivadas do DHA
também atuam reduzindo a peritonite e a inflamacgdo cutanea, protegendo os 6rgdos das lesdes

de reperfusdo e neovascularizagao (132).

Foi evidenciado ainda que a RvD1, assim como seu precursor, estavam presentes
no tecido adiposo de camundongos obesos (136). A RvD1 foi capaz de induzir uma mudanga
no perfil dos macréfagos do tecido adiposo, ou seja, trazendo de um perfil cldssico pro-
inflamatério para um alternativo estado anti-inflamatério. Este fendtipo de mudanca foi
acompanhado pela inibi¢do da secrecdo de adipocinas pré-inflamatérias MCP-1 e IL-6 em
células do tecido adiposo. Além disso, este estudo demonstrou que a RvD1 exerce potente
acdo anti-inflamatéria em macréfagos por promover a fagocitose, um passo critico para a

protecdo do tecido e resolug@o do processo inflamatério (137).

Estudos relacionando asma e resolvinas indicaram que mediadores pro-resolucdo
sdao gerados nas vias aéreas de pacientes asmaticos a partir do DHA (138) e que durante as
reacOes alérgicas tais mediadores podem promover a depuracdo de eosindfilos e células T
(138-140). Evidéncias epidemioldgicas revelaram uma relacdo significativa entre a ingestao
de peixe na dieta e uma menor prevaléncia de alergia e asma. Além disso, foi demonstrado
que os niveis de DHA da mucosa das vias aéreas sio menores em individuos asmaticos,

particularmente em relagdo aos niveis de 4cido araquidonico (141).

Recentemente mostrou-se que RvD1 € capaz de inibir a ativagc@o de neutréfilos, de

regular a producdo de citocinas e de atuar de forma benéfica na lesdo pulmonar (142-146).



28

Em outro estudo recente foi demonstrado que a RvD1 possui atividade anti-inflamatéria e
efeito pro-resolucdo na inflamacdo das vias respiratorias, diminuindo o recrutamento e
ativacdo de eosindfilos, a produgdo de citocinas de perfil Th2, a hipersecre¢cdo de muco e a
hiper-reatividade bronquica (147). Esses resultados apontam para possibilidade terapéutica

das resolvinas na asma alérgica.

Justificativa

Os mecanismos fisiopatolégicos da exacerbacdo da asma no obeso ainda sio
pouco compreendidos. Em camundongos asmaticos controles (magros), a RvD1 foi capaz de
diminuir o recrutamento e ativacdo de eosindfilos, a producdo de citocinas de perfil Th2, a
hipersecrecdo de muco e a hiper-reatividade bronquica (147). Entretanto, nenhum estudo
procurou avaliar os efeitos da RvD1 na exacerbagdo da asma no modelo de obesidade
induzida por dieta hiperlipidica em camundongos sensibilizados e desafiados com OVA.
Nossa hipétese € que a RvD1 € capaz de modular a resposta inflamatéria alérgica eosinofilica

das vias aéreas em camundongos obesos asmaticos em comparagao com animais magros.
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2. OBJETIVOS

O trabalho tem com objetivo avaliar os efeitos do tratamento com RvD1 sobre a
inflamacdo pulmonar eosinofflica em camundongos obesos alimentados com dieta

hiperlipidica.

2.1 Objetivos especificos

Em camundongos magros e obesos, imunizados e desafiados com ovalbumina

(OVA), tratados ou nao com RvD1, foram avaliados:

I- Infiltrado celular total e eosinofilico no LBA;
II- Infiltrado eosinofilico nas regides peribronquiolar e perivascular do tecido pulmonar;
III- Apoptose no tecido pulmonar;

IV- Dosagem dos niveis de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e eotaxina) no LBA
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos com 4 semanas de idade da linhagem
C57BL6/J. Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo
Biolégica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos a 24°C, com um periodo de iluminacdo didria
de 12 h, com dgua e alimentacdo ad libitum no Departamento de Farmacologia da
FCM/UNICAMP. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de

Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) — IB — UNICAMP sob protocolo de n°® 3493-1.
3.2 Indugdo da obesidade com dieta hiperlipidica

A obesidade foi induzida através da substituicio da dieta padrdo por dieta AIN-93
modificada para hiperlipidica (148), que consiste em 46,5% de lipideo, 38,5% de carboidrato
e 15% de proteina, durante 12 semanas, conforme estudo prévio (74). Os grupos controles
receberam dieta comercial padrdo para roedores de acordo com o AIN-93G, da marca

NUVILAB. As dietas e a 4gua foram oferecidas ad libitum.
3.3 Sensibilizacdo com ovalbumina (OVA) e desafio intranasal

A sensibilizagdo com OVA teve inicio na 12° semana de tratamento com dieta
hiperlipidica (ou dieta padrdo). No dia zero (12*. semana), cada camundongo recebeu injecao
subcutanea de OVA (100 pg de OVA, 1,6 mg de AI(OH)3 em 0,4 ml de soro fisiol6gico) no
dorso. No dia 7, os animais receberam novamente uma injecao subcutanea de OVA (100 pg
de OVA, 1,6 mg de AI(OH)3 em 0,4 ml de soro fisiolégico). Nos dias 14, 15, 16 e 17, os
animais foram desafiados com OVA por via intranasal (10 ug de OVA em 50 ul de soro
fisiologico), 1 vez ao dia (4 dias sequenciais). Apds 4 e 8 dias do ultimo do desafio intranasal,
os animais foram anestesiados, exsanguinados, e submetidos aos procedimentos
experimentais citados abaixo. A figura 2 mostra o esquema de sensibilizacdao e desafio com

OV A nos camundongos magros e obesos.
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Camundongos obesos e controles (magros), sensibilizados e desafiados com

OVA, foram tratados com RvD1 (5 pg/kg) por via intraperitoneal (i.p) 1 hora antes de cada

desafio durante os 4 dias (147). Os animais sensibilizados, ndo tratados, receberam 0,2 mL de

salina (i.p). O inicio do tratamento ocorreu concomitantemente com o primeiro desafio. A

figura 2 mostra o esquema de tratamento com RvD1 no curso do desafio com OVA.

RvD1
SpgfegI.P
\L \L ¢ \‘L -1.." H;I'.Il
| | L]
Tempo (d) 0 7 14151617 21 25
 Imanizagho Desafio antigiuico

(OVA: 100 ug= 1.6 mg hadecondo de (OVA: 10ug= 50l salina)

i A T i
alumineg = #L4 wl. salna )

Figura 2. Protocolo de sensibilizacdo e desafio com ovalbumina (OVA) em camundongos
controles e obesos, tratados ou ndo com resolvina D1 (RvD1) (5 pg/kg, intraperitoneal, I.P).

Para a andlise dos parametros propostos, os animais foram divididos em quatro grupos

experimentais, a saber:

i- Sensibilizado controle (SC)

ii- Sensibilizado obeso (SO)

iii- Sensibilizado controle + Resolvina D1 (SC + RvD1)

iv- Sensibilizado obeso + Resolvina D1 (SO + RvD1)

Os protocolos experimentais foram realizados com esses 4 grupos aos 4 e 8 dias apds o

término do desafio.
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3.5 Coleta e contagem das células no LBA

Os animais foram anestesiados com isoflurano 2% por via inalatéroria. Em
seguida, os camundongos tiveram a traqueia exposta com o auxilio de material cirdrgico
(pinca e tesoura pequenas); a traqueia foi entdo delicadamente canulada com um cateter
(24G). Em seguida, amarrou-se delicadamente uma linha em volta da traqueia para que o
cateter ndo se movesse € nem saisse do interior da traquéia. Posteriormente, através da canula
jé fixada a traqueia, foram feitas 5 lavagens broncoalveolares com 300 mL de tampao fosfato-
salino (PBS) gelado. Ao término do método, recuperou-se um volume aproximado de 1,5 mL
de LBA por camundongo. Apds a coleta, o LBA foi centrifugado a 4°C (500 x g por 10
minutos) e o sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C. O pellet foi ressuspenso em 200
mL de PBS e utilizado para contagem total de células em camara de Neubauer, para
confeccdo de lamina em citocentrifuga e posterior contagem diferencial dos leucdcitos. A
contagem diferencial foi realizada por contagem de 100 células (em triplicata) por lamina,
diferenciadas em eosindfilos, neutréfilos e células mononucleares (linfécitos e macréfagos),
o

de acordo com critérios morfologicos celulares normais. Os dados foram expressos como n

de leucéceitos x 10%/LBA.
3.6 Andlise morfologica

Para a andlise histolégica, os pulmdes foram retirados e embebidos em formalina
(10%) por 24 h e em seguida em dlcool 70% até inclusdo em parafina. Posteriormente, esses
pulmdes foram seccionados em segmentos de 4 a 5 um os quais foram corados com
hematoxilina-eosina (H-E). Para cada animal, as contagens de leucdcitos totais e diferenciais

. . L. L, 2 . . .

foram determinadas ao microscépio, em uma area de 40 pm~ circunjacente aos bronquiolos e
vasos. Os valores representam a média de 5 bronquiolos e 5 vasos examinados de forma
aleatoria. As imagens representativas foram registradas em aumento de 400x produzida em

microscépio 6ptico (Leica DMS5000 B, QWin Plus Software, Alemanha).
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3.7 Teste de TUNEL

Os pulmdes foram retirados, fixados em uma solucao de formalina (10% em PBS)
por 24 horas, e conservados em etanol (70%); e posteriormente embebidos em xilol até a
inclusdao em parafina. Foram feitos cortes histolégicos de 5 pum e submetidos ao kit FragEL
DNA Fragmentation Detection Kit colorimetric — TdT enzyme - (Merck Millipore, Darmstadt
— Alemanha). A quebra do DNA genomico, que ocorre no processo de apoptose, origina
fragmentos de DNA. Estes podem ser identificados por marcacdo das terminacdes 3°-OH
livres, através de uma reacdo enzimadtica que catalisa a incorporagdo de nucleotideos
modificados (marcados com fluoresceina). As células com caracteristicas morfolégicas
apoptoticas bem como com nucleos castanhos foram consideradas apoptdticas. O ensaio de

TUNEL foi realizado conforme estudo prévio em pulmao (149).

3.7 Dosagens de citocinas e quimiocinas no LBA

A suspensdo celular obtida do LBA foi centrifugada por 10 minutos a 500 g. O
sobrenadante foi utilizado para dosar IL-5, IL-4, IL-10 e eotaxina através de kits ELISA
(R&D, Minneapoles, E.U.A).

3.8 Anadlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das médias (EPM) de n
experimentos. Diferengas estatisticamente significativas foram determinadas utilizando-se

teste ¢ de Student nao pareado. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

Com intuito de avaliar o efeito do tratamento com Resolvina D1 (5 pug/kg) na
inflamacao pulmonar alérgica, realizamos a quantificacdo de células inflamatorias totais e de
eosindfilos no tecido pulmonar através de analises morfoldgicas da regido perivascular e
peribronquiolar. Realizamos também a quantificacdo de células totais e eosindfilos no LBA

aos 4 e 8 dias apds o desafio com OVA

4.1 CAMUNDONGOS MAGROS

4.1.1 Camundongos magros tratados com RvD1: Numero de células totais

O tratamento com RvD1 reduziu de modo significativo o infiltrado celular total
nos compartimentos perivascular (Figura 3A e B) e peribronquiolar (Figura 3C e D) apés 4 e

8 dias do término do tratamento.

Quanto ao LBA (Figura 3E e F) ndo foi observada diferenca aos 4 dias, mas aos 8

dias houve reducao significativa no infiltrado celular total.

41.2. Camundongos magros tratados com RvDI1: Nimero de eosindfilos

A figura 4A-D mostra que o tratamento com RvD1 reduziu de modo significativo
o infiltrado eosinofilico nos compartimentos perivascular e peribronquiolar aos 4 e 8 dias do

término do tratamento.

Quanto ao LBA (Figura 4E e F), aos 4 dias observou-se aumento significativo no
nimero de eosindfilos no LBA, enquanto no 8° dia observou-se reducdo significativa no

infiltrado eosinofilico.

A Figura 5 mostra fotos representativas de histologia pulmonar para os grupos
magros tratados e ndo tratados com RvDI1. Nota-se grande infiltrado celular no tecido

pulmonar dos animais magros em relacao aos animais magros tratados com RvD]1.
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Figura 3: Nimero de células inflamatdrias totais nas regides perivascular e peribronquiolar no tecido
pulmonar e lavado broncoalveolar (LBA) de camundongos magros, tratados ou ndo com resolvina D1
(RvD1; dose 5 ug/kg). Painel A: 4° dia, perivascular; Painel B: 8° dia, perivascular; Painel C: 4° dia,
peribonquiolar; Painel D: 8° dia, peribronquiolar; Painel E e F: LBA nos dias 4 e 8. A quantificacio
das células inflamatérias presentes no tecido (40 um®) foi expressa como n° de células
inflamatdrias/campo de contagem (média de 5 campos aleatérios). Os dados representam a média +
erro padrdo da média (n = 6 animais/grupo). *P < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 4: Numero de eosinéfilos nas regides perivascular e peribronquiolar do tecido pulmonar e
LBA de camundongos magros, tratados ou nao com resolvina D1 (RvD1; dose 5 pg/kg). Painel A: 4°
dia, perivascular; Painel B: 8° dia perivascular; Painel C: 4° dia, peribronquiolar; Painel D: 8° dia
peribronquiolar. Painel E e F lavado broncoalveolar (LBA) nos dias 4 e 8. A quantificacdo da
frequéncia de eosindfilos presentes no tecido (40 pm?) foi expressa como n° de eosinéfilo/campo de
contagem (média de 5 campos aleatérios). Os dados representam a média + erro padrao da média; n =
6 animais/grupo. *P < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 5: Fotomicrografia representativa do efeito do tratamento com resolvina D1 (RvD1; 5 pg/kg)
sobre o ndmero de células inflamatdrias e eosinéfilos no tecido pulmonar de camungondos magros aos
4 dias ap6s tratamento. Painel A: Animais desafiados magros e painel B: Animais desafiados magros
tratados. As fotos representam cortes de pulmdes em aumento de 200 vezes.

4.1.3 Avaliacdo da apoptose no tecido pulmonar em camundongos magros

A figura 6 mostra que o tratamento com RvD1 reduz de modo significativo a

apoptose pulmonar no grupo magro (avaliada aos 4 dias ap6s o ultimo desafio).

4.1.4. Avaliacao dos niveis de Il-4, IL-5, IL-10 e eotaxina no LBA em camundongos

magros

A Figura 7 mostra os niveis de eotaxina (painel A) e IL-5 (painel B) no LBA de
animais magros, tratados ou ndo com RvD1. Aos 4 dias ap6s término do desafio, os niveis de
IL-5 e eotaxina mostraram-se significativamente menores no grupo tratado em relagdo ao
grupo controle. O tratamento com RvD1 diminuiu a concentragdo de IL-5 e eotaxina no LBA
de camundongos magros. Os niveis de IL-4 (painel C) ndo foram significativamente
diferentes entre os grupos controle e tratados. Os niveis de IL-10 (painel D) nos animais

tratados foram significativamente maiores em relacdo ao grupo controle.
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Figura 6: Efeito do tratamento com resolvina D1 (RvD1; 5 pg/kg) sobre o nimero de células
apoptéticas no tecido pulmonar de camundongos magros aos 4 dias apds tratamento. Painel A: nimero
de células apoptéticas por campo; Painel B: porcentagem de células apoptéticas; Painel C: tecido
pulmonar dos animais magros com as células apoptdticas destacadas em vermelho; Painel D: tecido
pulmonar dos animais magros tratados, com as células apoptéticas destacadas em vermelho. Os dados
representam a média + erro padrdo da média; n = 6 animais/grupo. *P < 0,05 comparado ao grupo
controle.
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Figura 7. Efeito do tratamento com resolvina D1 (RvD1; 5 pg/Kg) nos niveis de IL-4 (Painel A), IL-5
(Painel B), eotaxina (Painel C) e IL-10 (Painel D) no lavado broncoalveolar (LBA) de camundongos
magros. O LBA foi coletado aos 4 dias apds o término do desafio com OVA. Cada coluna representa a
média + erro padrdo da média; n= 6 animais/grupo. *P < 0.05 comparado ao grupo controle.
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4.2 CAMUNDONGOS OBESOS

4.2.1. Camundongos obesos tratados com RvD1: Numero de células totais

O tratamento com RvD1 em animais obesos resultou em um padrdo de resposta
bastante diferente daquele de animais magros. Nao foi observada alteracdo no infiltrado
celular total no compartimento perivascular apds 4 dias do tratamento (Figura 8A), enquanto

apo6s 8 dias houve aumento significativo no infiltrado celular total (Figura 8B).

Quanto ao compartimento peribronquiolar no 4° dia ap6s o término do tratamento
houve aumento significativo no infiltrado celular total seguido de diminui¢cdo apds 8 dias

(Figura 8C e D).

O tratamento com RvD1 nido modificou o infiltrado celular total no LBA em 4 € 8

dias ap6s o tratamento (Figura 8E e F).

4.2.2. Camundongos obesos tratados com RvD1: Niimero de eosindfilos

A figura 9A-D mostra que o tratamento com RvD1 também apresenta padrdo de
resposta diferente daquele em animais magros quando comparado o infiltrado eosinofilico. No
compartimento perivascular, aos 4 dias, ha reduc¢ao significativa do infiltrado eosinofilico pela
RvD1, enquanto aos 8 dias o infiltrado eosinofilico € maior no grupo tratado com RvD1

(Figura 9A e B).

No compartimento peribronquiolar o infiltrado eosinofilico dos animais obesos
tratados com RvD1 € significativamente maior em relacdo aos animais obesos nao tratados

(Figura 9C e D).

Quanto ao LBA (Figura 9E e F), aos 4 dias, ndo foi observada diferenca
significativa entre os dois grupos, e apds 8 dias € observado um aumento no infiltrado

eosinofilico dos animais obesos tratados.

A Figura 10 mostra fotos representativas de histologia pulmonar para os dois
grupos experimentais. Nota-se grande infiltrado celular no tecido pulmonar dos animais

desafiados obesos em relacdo aos animais desafiados obesos tratados com RvDI1.
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Figura 8: Numero de células inflamatdrias totais nas regides perivascular e peribronquiolar no tecido
pulmonar e lavado broncoalveolar (LBA) de camundongos obesos, tratados ou ndo com resolvina D1
(RvD1; dose 5 ug/kg). Painel A: 4° dia, perivascular; Painel B: 8° dia, perivascular; Painel C: 4° dia,
peribonquiolar; Painel D: 8° dia, peribronquiolar; Painel E e F: LBA nos dias 4 e 8. A quantificacio
das células inflamatérias presentes no tecido (40 um®) foi expressa como n° de células
inflamatdrias/campo de contagem (média de 5 campos aleatdrios). Os dados representam a média +
erro padrdo da média (n = 6 animais/grupo). *P < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 9: Numero de eosindfilos nas regides perivascular e peribronquiolar do tecido pulmonar e
LBA de camundongos obesos, tratados ou ndo com resolvina D1 (RvD1; dose 5 pg/kg). Painel A: 4°
dia, perivascular; Painel B: 8° dia perivascular; Painel C: 4° dia, peribronquiolar; Painel D: 8° dia
peribronquiolar. Painel E e F lavado broncoalveolar (LBA) nos dias 4 e 8. A quantificacdo da
frequéncia de eosindfilos presentes no tecido (40 pm?) foi expressa como n° de eosinéfilo/campo de
contagem (média de 5 campos aleatérios). Os dados representam a média + erro padrdo da média; n =
6 animais/grupo. *P < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 10: Fotomicrografia representativa do efeito do tratamento com resolvina D1 (RvD1; 5 pg/kg)
sobre o nimero de células inflamatdrias e eosinéfilos no tecido pulmonar de camundongos obesos aos
4 dias apds o tratamento. Painel A: Animais desafiados obesos e painel B: Animais desafiados obesos
tratados. As fotos representam cortes de pulmdes em aumento de 200 vezes.

4.2.3 Avaliacdo da apoptose no tecido pulmonar em camundongos obesos

A figura 11 mostra que o tratamento com RvD1 ndo interferiu na apoptose

pulmonar no grupo obeso (avaliada aos 4 dias apds o dltimo desafio).

4.2.4 Avaliacdo dos niveis de IL-4, IL-5, IL-10 e eotaxina no LBA

A Figura 12 mostra que os niveis de IL-4 (painel A) IL-5 (painel B) e IL-10
(painel D) no LBA de animais obesos ndo modificaram significativamente entre grupos
tratados e nao tratados com RvD1. Por outro lado, os niveis de eotaxina aos 4 dias, foram

significativamente menores no grupo tratado em relacio ao grupo controle.
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Figura 11: Efeito do tratamento com resolvina D1 (RvD1; 5 pg/kg) sobre o nimero de células
apoptéticas no tecido pulmonar de camundongos obesos aos 4 dias apds tratamento. Painel A: ndmero
de células apoptéticas por campo; Painel B: porcentagem de células apoptéticas; Painel C: tecido
pulmonar dos animais obesos com as células apoptdticas destacadas em vermelho; Painel D: Painel A:
tecido pulmonar dos animais obesos tratados com as células apoptdticas destacadas em vermelho. Os
dados representam a média + erro padrao da média; n = 6 animais/grupo.
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Figura 12. Efeito do tratamento com resolvina D1 (RvD1; 5 ug/Kg) nos niveis de IL-4 (Painel A), IL-
5 (Painel B), eotaxina (Painel C) e IL-10 (Painel D) no lavado broncoalveolar (LBA) de camundongos
obesos. O LBA foi coletado aos 4 dias apds o término do desafio com OVA. Cada coluna representa a
média + erro padrdo da média; n= 6 animais/grupo. *P< 0.05 comparado ao grupo controle.
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5.0 DISCUSSAO

A asma e obesidade sdo doencas cronicas de elevada prevaléncia, sendo
consideradas sérios problemas de saide publica, uma vez que se associam a elevada
morbidade e custos crescentes para o sistema de saide. A relacdo entre essas duas doencgas
tem sido bem documentada em estudos epidemioldgicos (51-60). Todavia, a natureza e a
causalidade desta associacdo ndo estdo claramente esclarecidas e suscitam acalorada
discussao. Estudos recentes tém relatado o uso de modelos de obesidade em murinos para se

investigar a relacdo entre obesidade e asma (72-77).

A obesidade € uma doencga inflamatéria cronica caracterizada por aumento
anormal do tecido adiposo, levando a alteracdes das suas fungdes imunes, podendo repercutir
em um estado de inflamacdo sist€émica (150). Nota-se que algumas das citocinas aumentadas
na inflamacdo sist€mica relacionada a obesidade, como TNF-a, IL-6 e IL-10, estdo também

associadas a asma (151).

Diversos estudos tétm mostrado que as células inflamatdérias exercem um papel
central tanto no processo inflamatério da asma quanto no remodelamento das vias aéreas, €
que ambos os fatores estdo associados a obstru¢do bronquica (152-155). Estudos clinicos e
modelos experimentais de asma mostram elevacdo dos niveis de citocinas do tipo Th2 no
LBA (21-29), os quais se assemelham aos resultados também encontrados em nosso presente

trabalho.

Os mecanismos implicados no processo de resoluc¢ao da resposta inflamatéria vém
ganhando destaque como possivel foco no tratamento da asma. Estudo comprovou que a
resolucio € um processo biologicamente ativo, no qual mediadores pré-resolugdo
desempenham papel crucial na reversdo da doencga (91). Os mediadores gerados nessa fase
sao derivados dos 4cidos graxo Oomega-3 como EPA e DHA, sendo classificados como

protectinas, maresinas e resolvinas das séries E e D (88-90,95).

Estudo recente demonstrou que a RvD1 possui atividade anti-inflamatéria e efeito
pro-resolucdo na inflamacdo das vias respiratdrias, diminuindo o recrutamento e ativacdo de
eosindfilos, a producdo de citocinas de perfil Th2, a hipersecrecdo de muco e a hiper-

reatividade bronquica (147), confirmando a possibilidade terapéutica das resolvinas na asma.

No presente estudo, camundongos magros e obesos desafiados com OVA que

receberam o tratamento com RvDI1 (5 pg/kg), foram avaliados aos 4 dias e 8 dias apGs o
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término do esquema terapéutico. Os padrdes de resposta para RvD1 foram muito diferentes

em magros e obesos, como discutido a seguir.

Em animais magros, a RvD1, ja aos 4 dias, reduziu a resposta alérgica induzida
pela OVA, evidenciada pela diminuicdo significativa do nimero de células inflamatérias
totais e de eosindfilos nas regides perivascular e peribronquiolar do tecido pulmonar. O
tratamento com RvDI também diminuiu os niveis de IL-5 no LBA, principal citocina
responsavel pela maturacdo, diferenciacdo e recrutamento de eosindéfilos, e da eotaxina, que
também estd envolvida na migracdo, ativacdo e desgranulacdo de eosindfilos durante a
resposta inflamatoéria alérgica (156-158). A RvD1 também promoveu aos 4 dias aumento
significativo do nimero de eosinéfilos no LBA e dos niveis de IL-10, uma citocina com perfil
pro resolutério no LBA. Com base nestes dados podemos propor que os niveis elevados de
IL-10 nos animais que receberam a RvDI1 possa ser um dos mecanismos de resolu¢do no
sentido de diminuir o estado inflamatdrio, visto que uma de suas fungdes € inibir a liberacao

de citocinas pré-inflamatorias (159-161).

Sabe-se que os granuldcitos retidos no tecido pulmonar sao removidos de forma
eficiente por meio do egresso dessas células do epitélio bronquico para o limen das vias
aéreas (162,163), contribuindo grandemente para a resolucdo do processo inflamatério
pulmonar (164). Sabe-se também que a retencdo de eosindfilos no tecido pulmonar permite
que estas células exercam suas fungdes efetoras por mais tempo, dificultando o processo de
resolucdo (74). Dessa forma, € provdvel que o aumento do nimero de eosinéfilos no LBA de
camundongos magros tratados com RvDI1 seja fruto do aumento da transmigracdo dessas

células da regido perivascular e peribronquiolar até o limen das vias respiratorias.

A RvD1 atua como agonista no receptores ALX/FRP2, amplamente expressos nas
células epiteliais das vias respiratérias e macrofagos alveolares, sendo dinamicamente
regulados durante a resposta alérgica das vias respiratérias (142,143,165,166). Sendo assim, o

tratamento com RvD1 favorece o processo de resolugdo.

A apoptose € definida como uma forma programada ou fisiolégica de morte
celular por um mecanismo altamente controlado. Durante a apoptose a célula sofre
encolhimento, condensa¢do da cromatina e fragmentacdo nuclear, e em algumas linhagens

celulares ocorre a formagao dos corpos apoptéticos (167).



48

Estudo demonstrou o envolvimento de numerosos genes e seus produtos e de
vérios elementos das vias bioquimicas na apoptose (168). Durante a apoptose, a ativacdo de
endonucleases enddgenas resulta na clivagem da cromatina, resultando na fragmentacdo do
acido desoxirribonucléico (DNA). Além disso, células apoptdticas expressam moléculas de
fosfatidilserina na superficie externa da membrana plasmatica, e apresentam alteracdes em
moléculas presentes na membrana que permitem o seu reconhecimento por fagdcitos e sua
subsequente remocao do tecido (169, 170). A morte celular por apoptose desempenha papel
fundamental na maioria dos processos bioldgicos sendo a desregulagdo desse mecanismo um
importante fator na patogénese e progressao de muitas doengas de cardter inflamatério (171).
Assim, excessiva morte celular por apoptose ou mesmo auséncia de apoptose tem sido

associada com desenvolvimento de doengas.

N

Mecanismos promotores de proliferacdo celular, necessarios a reparagdo que
ciclicamente ocorre na asma, podem condicionar a inibicdo da apoptose, favorecendo uma
vida mais prolongada das células inflamatérias, com consequente agravamento da asma

bronquica (172).

A apoptose e subsequente depuracdo de eosindfilos do tecido por macréfagos e
células residentes compreendem um mecanismo importante para resolu¢do da inflamacdo
local, estando claramente prejudicados na asma em consequéncia dos niveis elevados de IL-5
e GM-CSF, citocinas de cardter inflamatério (173,174). Estudo in vitro mostrou que estas
citocinas podem prolongar a sobrevivéncia de eosindfilos durante varias semanas, porém o

mecanismo envolvido ainda nao foi completamente esclarecido (174).

Nosso estudo mostrou que animais magros tratados com RvD1, avaliados 4 dias
apos término do desafio com OV A, apresentaram uma diminuicdo significativa no nimero de
células apoptéticas no tecido pulmonar comparado aos animais nao tratados. Este resultado
indica que a RvD1 acelera o processo de resolu¢do, onde o nimero de eosinéfilos no tecido
bronquico estd diminuido. Além disso, estudos j4 mostraram que tratamento com resolvinas €
capaz de estimular a fagocitose de células apoptéticas, justificando novamente a diminui¢dao

dessas células nos animais tratados (147).

Ha pouca informacao sobre o curso do tempo da resoluc¢do natural da inflamagao
alérgica das vias aéreas. Para determinagcdo dessa cinética de resolucdo, estudo anterior
avaliou o numero de leucécitos no LBA em diferentes dias apds camundongos serem

submetidos a desafios antigénicos com OVA (175). O intervalo de resolucdo foi definido
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como o tempo necessdrio para que o nimero de células diminuisse para 50% do méiximo
apresentado no pico da inflamagdo (175,176). O estudo indicou um intervalo de resolugdo

natural de aproximadamente 4,5 dias para esses animais.

Em nosso trabalho, a avaliacdo dos parametros inflamatérios apds 8 dias do
término do desafio com OVA confirmou novamente que animais magros tratados com RvD1
apresentam reducao significativa no nimero de células inflamatdrias totais e de eosindfilos
nos trés compartimentos (perivascular, peribronquiolar e LBA), quando comparados a
animais magros nao tratados. Os animais tratados com RvDI1, apdés 8 dias, apresentam

infiltrado celular similar a animais naive, indicando o sucesso do processo de resolucao.

A obesidade encontra-se em propor¢des alarmantes, atingindo cerca de 641
milhdes de adultos no mundo (36). Nas ultimas décadas, estudos vém mostrando uma forte
associacdo entre a asma e obesidade, provavelmente em fun¢do de mudancas no estilo de vida
e rapida urbanizacdo (177). De fato, a obesidade, considerada uma inflamacdo sist€émica
cronica de baixo grau, é também um fator agravante para a asma pré-existente (46).

O tecido adiposo € caracterizado por acimulo de células inflamatérias como
macrofagos M1, leucdceitos e mastdcitos com consequente elevacdo na concentracdo de
mediadores inflamatérios neste tecido (46). Além disso, individuos obesos e asmaticos
apresentam maior ndmero de crises e internagdes, sendo muitos deles resistentes aos
medicamentos disponiveis na clinica, particularmene glicocorticéides inalados (178). Apesar
das crescentes evidéncias para a associacdo de asma com a obesidade, ndo hd consenso sobre
a causalidade e os mecanismos envolvidos (149).

Dados obtidos de modelos animais também apdiam a relagdo estreita entre
obesidade e asma (72, 74, 76). Nosso grupo mostrou que a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica por periodos de 10 semanas aumenta a eosinopoiese € o recrutamento de
eosindfilos da medula 6ssea para o tecido pulmonar, assim como retarda o transito destas
células do epitélio até o limen das vias aéreas (74). Dessa forma, os eosindfilos parecem
permanecer por mais tempo na regido peribronquiolar exercendo suas fungdes citotoxicas.

Em nosso presente trabalho, tinhamos como objetivo propor uma alternativa
terapéutica com RvDI1 para a asma associada a obesidade. Resultados favordveis do
tratamento com RvD1 em camundongos asmdticos magros motivaram este estudo (147).
Entretanto, nosso resultados apontam para uma piora (ou manuten¢cdo) da resposta

inflamatéria pulmonar alérgica nos animais obesos tratados com RvD1.
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A avaliacdo do numero de células inflamatorias totais indicou que o tratamento
com RvD1 promoveu um aumento do infiltrado celular no compartimento perivascular apds 8
dias do desafio, indicando a manuten¢ao do recrutamento celular e do processo inflamatdrio.
Quanto ao numero de células inflamatérias no LBA nao foram observadas diferencas

significativa aos 4 e 8 dias apds término do desafio.

Passando a avaliacdo do infiltrado eosinofilico no compartimento perivascular,
aos 4 dias, notamos reducdo significativa do infiltrado eosinofilico, enquanto aos 8 dias o
infiltrado permanece maior que nos animais nao tratados. No compartimento peribronquiolar,
aos 4 e 8 dias, o tratamento com RvD1 aumentou o infiltrado eosinofilico dos animais obesos
em relacdo aos animais obesos nao-tratados. No infiltrado eosinofilico do LBA, foi observado
aumento significativo aos 8 dias em animais obesos tratados. No conjunto, o tratamento com
RvD1 parece piorar o infiltrado celular no tecido pulmonar, possibilitando que estas células

exercam suas fungdes efetoras por mais tempo o que dificultando o processo de resolugao.

A avaliacdo dos niveis de IL-4 e IL-5 no LBA dos animais obesos tratados
mostrou que a RvD1 ndo foi capaz de diminuir a concentracdo desses mediadores, que
favoreceria a manutencdo do estado inflamatério. Quanto a eotaxina, houve diminui¢cdo
significativa nos animais tratados, provavelmente em fung¢do do cardter pré-resolucao
apresentado pela RvD1. Quanto a IL-10, ndo houve diferenca nos niveis dos animais obesos e
animais obesos tratados. Quanto aos niveis de apoptose tecidual, também nao foi observado

diferengas significativas entre os animais nao-tratados e tratados com RvD1.

A fim de compreender as diferencas observadas na ag¢do da RvDl em
camundongos magros € obesos na inflamacao alérgica eosinofilica despertou-nos o interesse a
via da prostaglandina D2 (PGD2) e seu receptor CRTH2. A PGD2 € o principal mediador
lipidico resultante da acdo sequencial das enzimas cicloxigenase-2 (COX-2) e PGD2 sintase
(PGDS) sobre o 4cido araquiddnico (180). Esta prostaglandina € sintetizada principalmente
em mastocitos, podendo ser também encontrada em células Th2 e macréfagos em resposta a

exposicao a antigenos (180).

O papel da PGD2 em processos inflamatdrios ainda € pouco claro, mas estudos atuais
vém correlacionando a PGD2 com a asma, onde o mesmo contribuiria para a
broncoconstri¢do, eosinofilia e producao de muco. Estudo recente avaliou o papel da RvDI na
inflamac¢do pulmonar induzida por LPS, indicando papel bifdsico desse mediador lipidico. Em

6h ap6s o tratamento houve diminuicdo da expressdo da COX-2 e consequente diminui¢io na
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producdo de PGD?2. Entretanto a avaliacdo apds 48h identificou aumento na expressdo de
COX-2 e concentracdo da PGD2 (181). Por isso, aventamos a hipétese que a COX-2/PGD2

possa estar envolvida nos efeitos da RvD1 em obesos.

A PGD2 interage com trés tipos de receptores, a saber: DP/DP1 9 (receptor D
prostandide), CRTH2 (chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2) e
TP (receptor de tromboxano A2). Os receptores CRTH2, por sua vez, sdo expressos em
células do sistema imune, incluindo células Th2, eosindfilos e basofilos. A interacdo entre a
PGD2 e o CRTH2 provoca quimiotaxia celular e liberagdo de citocinas Th2 como IL-4, IL-5 e
IL-13 (180). Além disso, a expressdo elevada da COX-2 e da enzima PGDS, aliada a
concentracdes maiores de PGD2 e nimero elevado de células CRTH2+ caracterizam o tecido

pulmonar asmadtico, confirmando a relacdo existente entre a via PGD2-CRTH2 e asma

alérgica (180).

A obesidade altera as fungdes metabdlicas e enddcrinas do tecido adiposo, que
pode levar a desregulacdo e doencas metabdlicas, além do aumento da liberacdo de acidos
graxos e do nimero de macréfagos com perfil inflamatério com consequente aumento na
liberag@o de citocinas pro-inflamatorias (182,183). Ha acimulo de células imunes no tecido
adiposo, alterando o meio, contribuindo para a rede inflamatéria complexa na obesidade

(184).

Mastdcitos sdo células mononucleares, apresentam citoplasma repleto de granulos
e possuem em sua superficie receptores especificos para IgE. Os mastdcitos sdo conhecidos
pelo seu papel na anafilaxia e respostas alérgicas assim como pela secrecao de histamina ap6s
a sua ativacdo. Progenitores de mastdcitos estdo abundantemente presentes nos tecidos
adiposos (185), onde se diferenciam e amadurecem em mastdcitos e interagem com adipdcitos
para recrutar células inflamatérias (186). O aumento da inflamacdo, diferenciacdo e
maturagdo de mastdcitos, além de sua infiltracdo no tecido adiposo, sugerem que estas células
contribuem para as complicacdes da obesidade. Além disso, os niveis de protease de
mastdcitos em plasma, uma indicagdo de ativacdo de mastdcitos, e da gordura visceral em

camundongos obesos, sdo mais elevados comparados com camundongos magros (187).

Sabendo-se que a ativacdo de mastocitos € fundamental na asma devido a
liberacdo de PGD2 e que na obesidade também hd aumento na quantidade e ativacdo desse

tipo celular, sugere-se que a dificuldade de resolucdo da inflamacdo alérgica eosinofilica em
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camundongos obesos tratados com RvD1 se dd pela manuten¢do do requerimento celular

sustentado pela via PGD2-CRTH2.

Baseado em nossos resultados e somado aos dados ja relatados anteriormente na
literatura podemos sugerir que a RvDIl quando usada em camundongos magros com
inflamacdo alérgica eosinofilica, apresenta acdo anti-inflamatéria e pré-resolucdo. Em
camundongos obesos a resposta a0 mesmo tratamento tende a piorar, levantando novas

hipéteses para o entendimento da relacdo asma e obesidade.
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6.0 CONCLUSOES

No presente estudo mostramos que o tratamento com RvD1 em camundongos magros

e obesos e sensibilizados com OVA:

Camundongos Magros
¢ Diminui a inflamacao alérgica eosinofilica (regides perivascular, peribronquiolar e/ou
LBA) no tecido, acelerando a resolu¢do do processo inflamatorio.
¢ Diminui a concentracdo de IL-5 e eotaxina no LBA.
¢ Aumenta a concentracao de IL-10 no LBA.

¢ Diminui o ndmero de células apoptéticas no tecido pulmonar.

Camundongos obesos
e Aumenta a inflamacgao alérgica eosinofilica (regides perivascular, peribronquiolar
e/ou LBA) no tecido, prejudicando o processo resolutorio.
¢ Diminui a concentragcdo de eotaxina no LBA.
¢ Nao interfere nas concentragdes de IL.-4, IL-5 e IL-10 no LBA.

¢ Naio interfere no nimero de células apoptéticas no tecido pulmonar.

A RvDI atua de forma eficaz em nos animais magros asmaticos acelerando a resolucdo da
inflamacao. Por outro lado, em animais asmaticos obesos, intensifica a inflamacdo. Sendo
assim, a suplementacdo com derivados do dmega-3 parece ndo favorecer o quadro asmatico

em obesos; entretanto estudos adicionais sao necessarios para se esclarecer este aspecto.
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8.0 ANEXO

&

RIS A RARE

CEUA/Unicamp
Comisséo de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp
CERTIFICADO
Certificamos que o projeto nto com Resolvinas D-1
D-2 e com o precursor DHA na i E ulmonar alérgica em

camundongos obesos” (protocolo n® 3493-1), sob a responsabilidade de Prof.
Dr. Edson Antunes /| Edith Bastos Gandra Tavares, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagao
vigente, LElI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

A aprovacéao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizacgio prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CiBio.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 28 de outubro de
2014.
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