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RESUMO 

 

O sistema colinérgico anti-inflamatório tem sido estudado em diversas doenças e já foi 

demonstrado que alterações nesta via pioram a inflamação do organismo. A deficiência 

colinérgica causada pela redução na expressão da proteína transportadora vesicular da 

acetilcolina (VAChT), responsável pelo transporte da acetilcolina (ACh) para dentro das 

vesículas, está intimamente relacionada à redução da liberação de ACh. Nosso grupo 

demonstrou recentemente que animais com redução de VAChT apresentaram inflamação 

pulmonar em camundongos com 3 meses de vida. Entretanto, pouco se sabe dos efeitos da 

deficiência colinérgica em longo prazo em animais com 12 meses, idade correspondente ao 

início da senilidade e que sabidamente pode haver maior injúria pulmonar. Objetivo: 

Comparar a inflamação pulmonar induzida pela redução VAChT em animais com 3 meses e 

12 meses de idade. Materiais e Método: Foram utilizadas fêmeas com 3 e 12 meses de idade 

selvagens ou mutantes para VAChT. Os animais foram pesados e submetidos ao Wire Hang 

teste. Após anestesia, o lavado broncoalveolar (LBA) foi retirado para quantificação de 

células e de citocinas. Em seguida, o sangue, pulmão, baço, timo e útero foram coletados para 

análises posteriores. Ainda foram quantificadas células na medula óssea e os níveis de 

citocinas no baço, além do nível de estrógeno no sangue e de nitrito e nitrato no pulmão. Os 

dados foram analisados estatisticamente pelo programa Sigma Stat e considerado significativo 

um p<0,05. Resultados: Todos os animais com redução de VAChT tiveram redução do 

tempo de sustentação na grade (P<0,001) e da massa corpórea (P<0,01) em relação aos seus 

controles selvagens. Ainda, os animais selvagens com 12 meses tiveram redução no tempo de 

sustentação na grade em relação aos selvagens com 3 meses (P≤0,001). Animais mutante 

apresentaram uma diminuição das células totais na medula óssea (P<0,05), aumento no 

número de células totais no LBA (P<0,05), e de eosinófilos (P<0,05), além do aumento dos 

níveis de TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-1β (P<0,01) e deposição de fibras colágenas em 3 meses 

comparado aos animais selvagens de mesma idade. Aos 12 meses, as células no pulmão e as 

citocinas foram reduzidas nos mutantes (P<0,05) e não houve alteração da deposição de fibras 

colágenas no pulmão em relação ao observado nos mutantes de 3 meses. A porcentagem de 

massa do timo estava reduzida apenas nos animais mutante com 12 meses em relação ao 

selvagem com 3 meses (P<0,05) e não houve diferença na massa do baço entre os grupos. 

Entretanto, aos 3 meses, os mutantes apresentam aumento de IL-1b, IL-8 e TNF-, resposta 

que não foi observada aos 12 meses. Nos animais de 12 meses tanto selvagens quanto mutante 

houve redução da porcentagem de massa do útero (P<0,05), sem, no entanto alterar os níveis 

de estrógeno no sangue. Por fim, aos 3 meses há aumento de nitrito/nitrato no pulmão dos 

animais mutantes, fato que não foi observado aos 12 meses. Conclusão: Nossos dados 

demonstraram que o sistema colinérgico modula a inflamação pulmonar em animais jovens. 

Embora os animais com deficiência de VAChT mantenham o fenótipo a longo prazo, a 

inflamação e o estresse oxidativo no pulmão parece ser controlada ao longo do tempo. Os 

exatos mecanismos desta adaptação ainda não foram totalmente elucidados, mas parece não 

haver relação com os níveis de estrógeno.  

 

Palavras-chave: Sistema Colinérgico Anti-inflamatório. Inflamação Pulmonar. Camundongo 

Fêmea. Camundongo Idoso. Imunosenescência. 
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ABSTRACT 

 

The cholinergic anti-inflammatory system has been studied in several diseases and has been 

shown to break in this way worsen the inflammation of the organism. A cholinergic 

deficiency caused by the reduction in the expression of the acetylcholine vesicular carrier 

protein (VAChT), responsible for the transport of acetylcholine (ACh) into the vesicles, is 

closely related to the reduction of ACh release. Our group recently demonstrated that animals 

with VAChT reduction had pulmonary inflammation in mice at 3 months of age. For more 

than 12 months, the age corresponding to the onset of senility and that there is a greater 

possibility of pulmonary injury. Objective: compare pulmonary inflammation induced by 

VAChT reduction in animals at 3 months and 12 months of age. Materials and Methods: 

They were allowed with 3 and 12 months old wild or mutants for VAChT. The animals were 

weighed and subjected to the Wire Hang test. After anesthesia, bronchoalveolar lavage (BAL) 

was removed for quantification of cells and cytokines. Empu, blood, lung, spleen, thymus and 

uterus were collected for further analysis. Cells were also quantified in the bone marrow and 

cytokine levels in the spleen, in addition to the level of estrogen in the blood and nitrite and 

nitrate in the lung. The data were statistically analyzed by the Sigma Statistics program and 

significant material for a <0.05. Results: All animals with VAChT reduction had a reduction 

in their class time (P <0.001) and body mass (P <0.01) in relation to their wild-type controls. 

Still, the wild animals with 12 months had a reduction in the time of support in the note in 

relation to the wild ones with 3 months (P≤0.001). The mutant animals showed a decrease in 

total cells in the bone marrow (P <0.05), increased total number of cells without BAL (P 

<0.05), and eosinophils (P <0.05). levels of TNF-α, IL-6, IL-8 and IL-1β (P <0.01) and 

collagen fiber deposition at 3 months compared to wild animals of the same age. At 12 

months, as non-lung cells and cytokines as reductions in mutants (P <0.05) and there is no 

change in collagen fiber deposition in the lung compared to that observed in 3-month mutants. 

A percentage of thymus mass was reduced only in mutant animals at 12 months versus wild at 

3 months (P <0.05) and there was no difference in spleen mass between groups. However, at 

3 months, the mutants increased IL-1b, IL-8 and TNF- at was not observed at 

12 months. In both wild and mutant 12 month animals, reduction of the uterine mass 

percentage (P <0.05), without, however, the levels of estrogen in the blood. Finally, at 3 

months there was an increase in non-lung nitrite / nitrate of the mutant animals, a fact that was 

not observed at 12 months. Conclusion: Our data demonstrate that the cholinergic system 

modulates pulmonary inflammation in young animals. Although VAChT-deficient animals 

maintain the phenotype over the long term, inflammation and oxidative stress in the lung 

appear to be controlled over time. The exact mechanisms of this adaptation have not yet been 

fully elucidated, but there seems to be no relation to estrogen levels. 

 

Keywords: Cholinergic Anti-inflammatory System. Pulmonary Inflammation. Female 

Mouse. Old Mouse. Immunosenescence. 
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1 INTRODUÇÃO 

O desequilíbrio homeostático pode ser causado por diminuição da resposta em 

situações de estresse, característica presente na definição de envelhecimento (WEINERT; 

TIMIRAS, 2003). A senescência celular, termo amplamente utilizado em ciências biológicas 

e da saúde, pode ser definida como a diminuição da capacidade de mitose até o ponto em que 

a mesma cessa e então a célula entra em degeneração (HAYFLIC, 1965). Esse mecanismo 

pode ser induzido por diversos fatores como alterações no mecanismo interno e estímulos 

externos ambientais (HARMAN, 1981; MEINERS, EICKELBERG, KÖNIGSHOFF, 2015; 

WEINERT, TIMIRAS, 2003).  

O pulmão é um órgão muito vulnerável aos estímulos ambientais, devido ao seu 

contato com o meio externo, o que pode levar a alterações estruturais e funcionais 

(MEINERS, EICKELBERG, KÖNIGSHOFF, 2015), contribuindo para o desenvolvimento de 

doenças pulmonares diversas (REUTER ET AL., 2010; ZHOU, et al., 2013). 

O sistema colinérgico anti-inflamatório (SCAI) é uma via que compreende o nervo 

vago eferente, o neurotransmissor acetilcolina (ACh) e seu receptor nuclear da classe 

nicotínica, subtipo 7 (7nAChR) (PAVLOV; TRACEY, 2005; YANG et al., 2014, 

SHARMA, HANANIA, SHIM, 2009; SU, MATTHAY, MALIK, 2010). Esse sistema 

controla o excesso de citocinas pró-inflamatórias, evitando o desenvolvimento de patologias 

como as sepses, as doenças autoimunes e outras semelhantes (PAVLOV; TRACEY, 2005). 

Nosso grupo demonstrou recentemente que animais machos com deficiência 

colinérgica por redução da vesícula transportadora de acetilcolina (VAChT) apresentam 

aumento da inflamação pulmonar com remodelamento da matriz extracelular e piora da 

função pulmonar, sugerindo que o sistema colinérgico anti-inflamatório é um regulador da 

homeostasia pulmonar. Desta forma, é de grande importância continuar as investigações de 

mecanismos que esclareçam o papel do SCAI no pulmão.  

Justificativa e hipótese: Assim, tentaremos esclarecer se a piora da inflamação 

induzida por deficiência colinérgica é semelhante em fêmeas e se esta evolui 

progressivamente no animal senil de forma mais grave que o animal selvagem ou se essa 

progressão se estabiliza em certo momento equiparando-se aos níveis inflamatórios normais 

da senilidade.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Envelhecimento 

Envelhecer, segundo o dicionário Michaelis (2017), significa tornar-se velho, 

avançado em idade, em desuso. É uma palavra originada do latim (velho = vetulum) que 

originou o termo envelhecimento, ato ou efeito de envelhecer. Já senescência, palavra 

amplamente utilizada nas literaturas de saúde, também deriva do latim, correspondendo a uma 

qualidade de senescente, que em biologia representa o processo de envelhecimento em 

indivíduos maduros. 

Trazendo para o entendimento biológico, o envelhecimento, segundo Weinert e 

Timiras (2003), representa a diminuição na resposta frente a situações de estresse, com 

aumento do desequilíbrio da homeostasia, assim como o aumento na incidência de patologias, 

sendo que sua principal consequência será a morte. Esses autores ainda ressaltam que se trata 

de um complexo processo multifatorial que ocorre no organismo com interações simultâneas 

entre os vários níveis funcionais de organização. 

Em meados dos anos 60, Hayflic (1965), desenvolveu a teoria da senescência celular 

através de experimentos com cultura de células humanas, observando que em menos de um 

ano essas células diminuem progressivamente sua capacidade de mitose até o ponto de cessar 

e degenerar-se. Á partir daí, deu-se início a diversas pesquisas sobre replicação celular e 

senescência, e senescência induzida por estresse, descritas na revisão de Weinert e Timiras 

(2003) como distintas, onde a replicativa provém do encurtamento dos telômeros a cada 

replicação celular o que resulta em telômeros cada vez mais curtos, e a induzida por estresse é 

resultante de uma variedade de estressores, incluindo dano ao nível do DNA (ácido 

desoxirribonucleico), modificações estruturais nos cromossomos, além de aumento de 

expressão de genes relacionados ao surgimento de tumores.  

Atualmente a senescência celular é caracterizada como um processo que envolve o 

encurtamento de telômeros (estrutura protetora presente na extremidade dos cromossomos – 

figura 1) e a consequente parada de replicação das células, fato que ocorre em consequência à 

proliferação celular (chamada de senescência replicativa) ou induzido por estresse em um 

processo inflamatório, por exemplo. Neste último caso, há presença de várias substâncias 

como citocinas, fatores de crescimento, metaloproteinases de matriz (MMPs), dentre outras 

(MACIEL-BARÓN et al., 2016; MEINERS, EICKELBERG, KÖNIGSHOFF, 2015). 
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Figura 1. Senescência Replicativa. A figura demonstra a diferença entre um telômero jovem e um na 

senescência, alterando as células medulares e a imunidade (Adaptado de ARMANIOS, BLACKBURN, 2012). 

 

O processo de envelhecimento pode, também, ser caracterizado pelo contínuo 

comprometimento da função de tecidos e órgãos, além do organismo como um todo, o que 

propicia um aumento na vulnerabilidade frente aos diversos estímulos ambientais e, 

consequentemente, um maior risco ao desenvolvimento de doenças e, posteriormente, levando 

a morte (HARMAN, 1981; MEINERS, EICKELBERG, KÖNIGSHOFF, 2015; WEINERT, 

TIMIRAS, 2003).  

Por estar constantemente exposto ao ambiente externo, o pulmão é um órgão 

susceptível aos impactos ambientais, como a fumaça de cigarro, exposições a bactérias ou 

patógenos virais, entre muitos outros, que podem interferir em sua estrutura e função 

(MEINERS, EICKELBERG, KÖNIGSHOFF, 2015), sendo que o aumento do estresse 

oxidativo e da inflamação, consequentes a essas agressões, contribuem diminuindo a defesa e 

propiciando o desenvolvimento de doenças como, por exemplo, Doenças Pulmonares 

Obstrutivas Crônicas (DPOC) (REUTER ET AL., 2010; ZHOU, et al., 2013). As células 

imunes pulmonares, como os macrófagos alveolares, neutrófilos e as células dendríticas 

residentes no pulmão, normalmente conseguem neutralizar e/ou eliminar essas partículas 

estressoras pela capacidade de fagocitose e reparação de células estruturais, tais como células 

epiteliais brônquicas ou alveolares (MEINERS, EICKELBERG, KÖNIGSHOFF, 2015). 

Porém, quando essas células imunes não conseguem realizar sua função adequadamente, toda 

a defesa pulmonar pode estar comprometida. 
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Segundo Golec et al., (2017) animais em meia-idade (18 meses) já apresentam 

declínio de algumas funções pulmonares, demonstrando características semelhantes à função 

pulmonar de um animal idoso. Em estudos sobre envelhecimento pulmonar em camundongos, 

a redução das fibras elásticas e o aumento das fibras colágenas são bem descritos como 

fatores correlacionados ao desenvolvimento de fibrose pulmonar e senilidade (HUANG et al., 

2007b). No envelhecimento muitas funções são debilitadas, como por exemplo, a resistência a 

infecções, devido à diminuição tendencial da massa do timo e das células T que são 

produzidas por ele (SHARMA, HANANIA, SHIM, 2009). 

Ao que percebemos todos esses indutores de estresse que ocorrem no pulmão podem 

favorecer o envelhecimento, sendo, a inflamação pulmonar uma das características mais 

citadas dentre os autores. 

2.2. Inflamação Pulmonar 

No Brasil, a maior população acometida por doenças respiratórias refere-se às crianças 

e idosos, sendo o índice de internação por problemas respiratórios contemplando cerca de 

13% dos indivíduos acima de 65 anos (MINISTÉRIO DA SAÚDE - BR, 2017). Dessa forma 

se observa a importância do esclarecimento das doenças relacionadas ao sistema respiratório 

para que se desenvolvam medidas de prevenção e tratamento adequadas.  

Frente a uma agressão tecidual ou a uma invasão patogênica o organismo responde 

iniciando um processo inflamatório com a finalidade de reverter essa lesão e reestabelecer a 

homeostase (BOSCÁ, et al., 2005; ROSAS-BALLINA; TRACEY, 2009). Para tanto, esse 

processo se inicia com o estímulo às células do sistema imune, entre elas os macrófagos, que 

sintetizam e liberam substâncias pró-inflamatórias como, por exemplo, o fator de necrose 

tumoral (TNF), interleucinas (IL-1β, IL-6, entre outras), óxido nítrico (NO) e prostaglandinas 

(BOSCÁ, et al., 2005; PAVLOV; TRACEY, 2005). Frente a liberação dessas substâncias o 

sistema imunológico é ativado, atraindo mais células de defesa, sendo os neutrófilos uma das 

primeiras células a chegar ao local da injúria, estimulando o aumento de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e proteases, que podem, além de defender, levar a danos no tecido (BOSCÁ, 

et al., 2005; KOMORI, et al., 2003). Ao mesmo tempo em que estas substâncias são 

necessárias para conter o processo inflamatório, se as mesmas não forem controladas, podem 

desencadear respostas anormais, podendo ocasionar lesão secundária local.  
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O fator de necrose tumoral alfa (TNF-) é uma citocina mediadora de inflamação 

local e sistêmica, secretada por macrófagos em resposta a um estímulo de patógenos ou lesão 

de outra natureza. Entretanto a liberação excessiva de TNF- pode causar inflamação 

(CATAL et al., 2014). Outro papel do TNF-é a indução da liberação de outras citocinas 

pró-inflamatórias como a Interleucina 1 (IL-1), e outros mediadores, como o NO, que 

perpetuam a inflamação (TRACEY, 2002; WANG et al., 1999). Existem dois subtipos de 

interleucina 1, a IL-1α e a IL-1β, que também atuam em processos inflamatórios ativando a 

produção de outras citocinas, além de promover a liberação de β-endorfina, que atuam na 

percepção de dor. A interleucina 6 é produzida sob indução da TNFα e IL-1 à partir de células 

como monócitos e linfócitos, sendo possível detectá-la cerca de 10 dias após uma injúria 

tecidual. Dentre uma série de efeitos biológicos, a IL-6 é responsável por ativação da 

coagulação e de neutrófilos. Podendo ser sintetizada por monócitos e células endoteliais a 

partir de estímulos da TNFα e IL-1, a interleucina 8 é uma quimiocina que tem como 

característica ativar e atrair neutrófilos para o local da inflamação. Já a interleucina 10 tem a 

capacidade de suprimir a ativação de macrófagos, suprimindo assim a síntese de citocinas 

pró-inflamatórias, desta forma, é descrita na literatura como uma citocina anti-inflamatória, 

importante no processo de controle inflamatório (BLACKWELL, CHRISTMAN, 1996; 

JOHNSTON, WEBSTER, 2009). 

A literatura descreve o NO como uma molécula estável de baixo peso molecular, 

apresentada em forma de gás, com ação citotóxica e vasodilatadora. De acordo com o 

estímulo e o tipo de célula sintetizadora, pode modular respostas inflamatórias ou anti-

inflamatórias (MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991; ADAMS, 1996). 

Em células endoteliais, a síntese do NO ocorre quando a L-arginina se une a uma 

molécula de O2, gerando um processo de catalisação através das enzimas óxido nítrico-sintase 

constitutivas (cNOS) divididas em: enzima óxido nítrico-sintase neuronal (nNOS) e a enzima 

óxido nítrico-sintase epitelial (eNOS) (MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991). Quando o 

NO atravessa o endotélio em direção a musculatura lisa do vaso, através de reações químicas 

irá produzir, a nível intracelular, o monofosfato cíclico de guanosina (cGMP), induzindo ao 

relaxamento das fibras musculares culminando na vasodilatação (MONCADA, PALMER, 

HIGGS, 1991; ADAMS, 1996). A produção de NO, via enzima óxido nítrico-sintase induzida 

(iNOS) está associada, na literatura, a reações pró-inflamatórias, de forma que ao invés de 
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auxiliar no controle anti-inflamatório, contribuem com a inflamação (MCCALL, PALMER, 

MONCADA, 1991). 

Na presença de oxigênio (O2) o NO, tem meia-vida curta, sendo rapidamente oxidado 

em nitrito (NO2) e nitrato (NO3) (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; MARLETTA, 

1993). Existem várias funções relatadas para a molécula de NO, como a vasodilatação citada 

anteriormente, a citotoxidade mediada por macrófagos, a inibição da agregação plaquetária, a 

indução de vasodilatação do corpo cavernoso peniano, a atuação na regulação da pressão 

sanguínea, além de poder potencializar a transmissão sináptica, dentre outras funções. Porém, 

o NO quando produzido a partir da iNOS, deixa de ser benéfico e passa a ser considerado um 

marcador pró-inflamatório (KLINGER, KADOWITZ, 2017). 

Prado et al., (2005, 2006b) demonstraram que a inibição da produção do NO piora a 

inflamação pulmonar, entretanto quando ocorre a inibição específica da isoforma induzida, há 

melhora da inflamação, do remodelamento e da hiperresponsividade em modelo de asma 

experimental.  

A origem das inflamações pulmonares também foi investigada à nível dos hormônios 

sexuais, pela diferença encontrada em indivíduos de gêneros diferentes com as mesmas 

patologias (DEBLEY; REDDING; CRITCHLOW, 2004; GUERRA et al., 2004).  

Os hormônios ovarianos são apontados na literatura como fatores de desempenho 

duplo na inflamação pulmonar, podendo agir como pró-inflamatórios ou anti-inflamatórios 

dependendo se o agente inflamatório for de origem alérgica ou não-alérgica (LINO-DOS-

SANTOS-FRANCO, et al., 2013; RIFFO-VASQUEZ, et al., 2007).  

A progesterona é descrita como potencializadora em processos alérgicos pulmonares, 

através do aumento da produção da citocina IL-5, como observado por Lino-dos-Santos-

Franco, et al., (2013). Já o estradiol, apesar de ser apontado como potencializador da 

inflamação, também é descrito desempenhando um papel protetor, em reações inflamatórias 

pulmonares de origem alérgica (LIGEIRO-DE-OLIVEIRA, et al., 2004). Dessa forma, o 

entende-se que os hormônios sexuais podem ter papel importe na inflamação pulmonar, não 

podendo ser negligenciados no processo de elucidação.  

Portanto, se faz necessário um controle anti-inflamatório, onde o sistema nervoso 

autônomo (SNA) atua exercendo papel fundamental, em conjunto com o sistema humoral 

(OLOFSSON, et al., 2012; PAVLOV; TRACEY, 2005; ROSAS-BALLINA; TRACEY, 
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2009). Alterações nestes controles podem comprometer a resposta do organismo frente a 

injúria e a resposta inflamatória, prejudicando a capacidade do organismo em suprimir as 

citocinas pró-inflamatórias. É fato que durante o envelhecimento um aumento inespecífico de 

citocinas pró-inflamatórias, principalmente TNF-α, IL-1 e IL-6, é observado, proporcionando 

efeitos maléficos sobre a saúde (SHARMA, HANANIA, SHIM, 2009). 

 

2.3. Sistema Colinérgico Anti-Inflamatório (SCAI) e sua relação com Sistema 

Respiratório 

O controle da produção de citocinas pelo sistema imune inato é um processo complexo 

que depende, por exemplo, da interação da ACh com macrófagos. Esta via, denominada 

sistema colinérgico anti-inflamatório (SCAI), é composta pelo nervo vago eferente que libera 

o neurotransmissor ACh e pelo receptor nuclear de ACh da classe nicotínica e subtipo 7 

(7nAChR), que em conjunto controlam o excesso de citocinas pró-inflamatórias (PAVLOV; 

TRACEY, 2005; YANG et al., 2014, SHARMA, HANANIA, SHIM, 2009; SU, MATTHAY, 

MALIK, 2010), fato importante para evitar o surgimento de patologias como sepses, doenças 

autoimunes, entre outras (PAVLOV; TRACEY, 2005). 

A função pulmonar é determinada pelo bom funcionamento do trato respiratório 

superior e do parênquima pulmonar. Em uma situação de acometimento de uma dessas áreas 

por patologias comuns na sociedade, como a asma, pneumonia, bronquite crônica ou enfisema 

pulmonar, importantes respostas inflamatórias serão iniciadas, decorrentes de múltiplos 

agentes pró-inflamatórios liberados (ANGELI et al., 2008; GANESAN et al., 2010; 

KHURANA, 2013). 

Essas respostas inflamatórias acarretam, muitas vezes, mudanças na estrutura tanto de 

vias aéreas proximais quanto de vias aéreas distais. Dentre as principais alterações estruturais 

que ocorrem no pulmão estão alterações da matriz extracelular como deposição de colágeno, 

perda da elastância pulmonar e aumento da secreção de muco (PRADO et al., 2005; PRADO 

et al., 2011; ZHOU-SUCKOW, DUERR, HAGNER, 2017), que podem ocorrer em diversas 

doenças.  

Um dos maiores reguladores da função pulmonar é a ACh, pois ela desempenha um 

forte papel broncoconstritor e estimulador da secreção de muco, além de estar relacionada 

com o remodelamento das vias aéreas e imunomodulação (KUMMER; LIPS; PFEIL, 2008). 
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A ACh é um neurotransmissor com efeito biológico importante no Sistema Nervoso Central 

(SNC), assim como no periférico e entérico. É sintetizada no citoplasma de neurônios da via 

colinérgica, através da reação da Colina com a Acetil coenzima A, catalisada pela enzima 

Colina-Acetiltransferase (ChAT). Depois de produzida, a mesma é transportada até a sinapse 

em vesículas transportadoras de acetilcolina (VAChT) (ABREU-VILLAÇA; FILGUEIRAS; 

MANHÃES, 2011; ELWARY, 2006; KUMMER; KRASTEVA-CHRIST, 2014; VAROQUI; 

ERICKSON, 1996), e a quantidade liberada de ACh é dependente da presença de VAChT 

(LIMA et al., 2010) como ilustrado na figura 2.  

 

 

Figura 2. Síntese de Acetilcolina. Ilustração da síntese de ACh no citoplasma de neurônio da via colinérgica, 

através da reação da Colina com a Acetil coenzima A, catalisada pela enzima Colina-Acetiltransferase (ChAT). 

Observa-se a vesícula transportadora de ACh (VAChT) responsável por conduzir a mesma até a fenda sináptica, 

a Acetilcolinesterase (AChE) que degrada a ACh em acetato e colina que será transportada novamente para o 

neurônio pré-sináptico pelo transportador de alta afinidade de colina (CHT). Na imagem observamos também 

que a redução de VAChT está intimamente associada a redução da liberação de ACh na fenda sináptica. 

(Adaptado de GWILT et al., 2007). 

 

Uma vez liberada, a ACh pode ligar-se a dois tipos de receptores pós-sinápticos, os 

receptores nicotínicos (nAChR) e os receptores muscarínicos (mAChR). Os receptores 

nicotínicos também podem ser encontrados nas membranas pré-sinápticas. À medida que a 
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ACh é liberada e se liga aos seus receptores, ocorre também a hidrólise da mesma pela 

acetilcolinesterase (AChE), que quebra a molécula em acetato e colina. Esse processo ocorre 

para o reaproveitamento da colina hidrolisada pela célula pré-sináptica para a produção de 

nova ACh. O transportador de alta afinidade de colina (CHT) devolve a colina hidrolisada 

para a célula pré-sináptica para que ocorra esse reaproveitamento (ABREU-VILLAÇA, 

FILGUEIRAS, MANHÃES, 2011). 

No começo do século, alguns artigos de revisão mostraram que existia uma resposta 

neural à inflamação local e sistêmica, promovendo um efeito anti-inflamatório, no qual a 

liberação da ACh era o principal fator para a diminuição da atividade de macrófagos e a 

liberação de citocinas. Isso estava intimamente ligado também à ação do nervo vago, onde a 

estimulação elétrica e farmacológica do mesmo promovia efeitos anti-inflamatórios 

(TRACEY, 2002; PAVLOV; TRACEY, 2005). Desta forma, mostrou-se que a ACh era o 

principal mediador da via colinérgia anti-inflamatória (Figura 1).  

O nervo vago é o principal responsável pela liberação da ACh no pulmão. O nervo é o 

décimo par craniano, e possui fibras aferentes sensitivas e eferentes motoras. Inerva todo o 

pulmão, estando mais presente nos bronquíolos terminais e alvéolos, e tem receptores 

sensitivos a estímulos mecânicos, químicos e biológicos (FOX; BULL; GUZ, 1980). Todos 

esses receptores podem receber sinais de ativação pró-inflamatórios por citocinas, que são 

secretadas por macrófagos alveolares, neutrófilos e monócitos. A estimulação desses 

receptores pode ativar a liberação de ACh via sistema nervoso central, que pode estimular 

células epiteliais e neuroendócrinas a produzirem ACh, e esta teria efeito anti-inflamatório no 

pulmão (KUMMER; KRASTEVA-CHRIST, 2014; YANG et al., 2014). 

O baço tem um importante papel na mediação da ação anti-inflamatória do nervo 

vago. A ACh é liberada após a ação do nervo vago nas terminações nervosas esplênicas, que 

promove a liberação de noraepinefrina que ativa receptores β2 adrenérgicos nos linfócitos T 

do baço. A ação da ACh produzida por esses linfócitos T, que possuem a colina-

acetiltransferase, seria sobre o α7nAChR de macrófagos do baço, suprimindo a ativação do 

fator de transcrição nuclear do tipo kB (NF-kB) (ROSAS-BALLINA et al., 2011; YANG, 

2014). Corroborando estes resultados, Olofsson et al. (2012) estudaram ratos depletados de 

α7nAChR, mostrando que o transplante de medula óssea de animais selvagens (WT) para 

aqueles com deficiência de α7nAChR reduz a liberação de TNF-após a estimulação do 
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nervo vago, demonstrando assim que a expressão de α7nAChR na periferia, mas não a 

neuronal, é necessária para a integridade do reflexo anti-inflamatório (Figura 2). 

Figura 3. Sistema Colinérgico Anti-inflamatório - Reflexo inflamatório. Patógenos, isquemia e outras formas 

de lesão que induzem a resposta inflamatória resultam na liberação de citocinas pelas células do sistema 

imunológico que são detectadas pelo nervo vago aferente. Estas informações são transmitidas ao núcleo do trato 

solitário (NTS) e subsequentemente ao núcleo motor dorsal (DMN), resultando em ativação do nervo vago 

eferente – denominado via colinérgica anti-inflamatória. A atividade do nervo vago eferente estimula a liberação 

de acetilcolina que inibe a produção de citocinas por células do sistema imunológico, provavelmente via ativação 

de receptor nicotínico alfa 7 (7nAchR) localizado principalmente em macrófagos, mas também em outras 

células do sistema imunológico (Adaptado de JOHNSTON, WEBSTER, 2009).  

Recentemente, Yang et al. (2014) propuseram em uma elegante revisão que este 

sistema anti-inflamatório possa controlar a inflamação pulmonar, uma vez que a ligação da 

ACh ao α7nAChR impede a translocação do NF-kB, e portanto, a secreção de citocinas pró-

inflamatórias.  

A ACh também é produzida por outras células, e não somente por vias neuronais, 

como células epiteliais e do sistema imune, dessa forma, descrita como ACh não neuronal. 
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Kummer & Krasteva-Christ (2014), mostraram que células epiteliais das vias aéreas utilizam 

uma forma diferente de liberação de ACh comparada com neurônios. Segundo estes autores, 

as células epiteliais utilizam transportadores OCT1 e OCT2 (Polyspecific organic cátion 

transporters) que liberam ACh direto do citoplasma celular. Entretanto, a literatura ainda é 

escassa neste sentido e outros autores demonstraram a presença de VAChT no pulmão (LIPS 

et al., 2007, PINHEIRO et al., 2015). Proskocil et al. (2004), detectaram a presença de 

VAChT e de outros componentes colinérgico nas vias aéreas em células epiteliais 

independente de nervos periféricos. Em conjunto estes achados sugerem que a ACh não 

neuronal pode ou não ser dependente de VAChT. É importante ressaltar que em outras células 

não neuronais, como os cardiomiócitos, a liberação de ACh é VAChT dependente (ROY et 

al., 2013).  

Vários estudos têm demonstrado o efeito do sistema colinérgico anti-inflamatório em 

situações patológicas de outros órgãos e no pulmão. Su, et al., (2007), mostraram que em 

animais com lesão pulmonar aguda induzida localmente, o estímulo vagal provocou um 

aumento da expressão de α7nAChR em macrófagos e neutrófilos e reduziu a atividade de NF-

kB, TNF-α e MIP-2 no pulmão. Quando realizada a vagotomia, a situação foi revertida, 

indicando que uma via modulatória de inflamação e imunidade pode estar presente entre o 

pulmão e o sistema nervoso. Nosso grupo demonstrou recentemente que a utilização do 

agonista do receptor nicotinico alfa-7 reduziu a resposta inflamatória pulmonar induzida por 

LPS (Lipopolissacarídeos) em camundongos (PINHEIRO et al., 2017). 

Embora o papel do sistema colinérgico venha sendo estudado em diferentes modelos 

de doença pulmonar, poucos avaliaram o efeito deste sistema no controle da homeostasia 

pulmonar. Demonstramos previamente, utilizando animais machos com deficiência 

colinérgica por redução genética de VAChT que ocorre aumento da inflamação pulmonar, 

com edema peribrônquico e aumento de liberação de citocinas pró-inflamatórias associado ao 

remodelamento brônquico e piora da função pulmonar (PINHEIRO et al., 2015). A redução 

de VAChT induz ativação da via de NF-kB e redução da ativação de JAK2-STAT3-SOCS3, 

uma via com potencial efeito anti-inflamatório.  

Uma vez compreendido que com o avançar da idade os indivíduos ficam mais 

susceptíveis a determinadas doenças, e que a resposta imune seja comprometida, o presente 

estudo visa entender se a deficiência colinérgica em longo prazo modula a inflamação 
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pulmonar, assim como ocorre em animais jovens. Estes resultados poderão ajudar a entender 

o complexo papel da acetilcolina na inflamação pulmonar. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

Avaliar se a deficiência colinérgica em longo prazo modula a resposta inflamatória 

pulmonar em camundongos fêmeas. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

Avaliar se os animais VAChT-KD fêmeas de 3 e 12 meses apresentam mudanças em 

relação aos animais selvagens fêmeas de idade correspondente quanto aos parâmetros de: 

- Massa corporal e de órgãos relacionados ao sistema imune 

- Teste de força de agarre 

- Células na medula óssea 

- Resposta inflamatória no pulmão 

- Estresse oxidativo no pulmão  

- Produção de citocinas no baço 

- Produção de estradiol sanguíneo 
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4. MATERIAIS E MÉTODO 

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa da UNIFESP e pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da FMUSP (Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo) sob o nº138/15.  

Nesta pesquisa experimental foram utilizados camundongos fêmeas geneticamente 

modificadas da linhagem B6;129S6/SvEvTac×C57BL/6J –VAChT
tm1

/Uni, desenvolvidas pelo 

grupo do Prof. Marco Antônio M. Prado (PRADO et al., 2006a), e agora criados no Biotério 

Central da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, sob nossa responsabilidade. 

Os animais foram mantidos no Biotério do Laboratório de Terapêutica Experimental I da 

FMUSP, onde receberam alimento e água ad libitum, em ideais condições de temperatura, 

umidade e ruído. Foram utilizados animais com idade aproximada de 3 e 12 meses. 

 

4.1.Genotipagem 

Os animais foram mantidos em heterozigose e, quando necessário, animais 

heterozigotos foram acasalados para gerar animais homozigotos. Os animais foram 

submetidos à genotipagem de acordo com descrição feita por Prado et al. (2006a), no Biotério 

Central da FMUSP, onde esta técnica já está padronizada. 

4.2.Grupos Experimentais  

Os grupos experimentais foram estabelecidos conforme descrição na tabela 1. 

Tabela 1 – Grupos Experimentais. 

GRUPOS GENOTIPAGEM IDADE n AMOSTRAL 

WT-3m Selvagem 3 meses 5 a 10 

VAChT-KD-3m Mutante 3 meses 5 a 10 

WT-12m Selvagem 12 meses 5 a 6 

VAChT-KD-12m Mutante 12 meses 5 a 10 

Tabela 1: Demonstração dos grupos experimentais de acordo com idade e genotipagem 

(homozigotos para VAChT – gene recessivo). 

 

No dia do experimento todos os animais foram pesados e a massa corporal anotada para 

análises futuras.   

[F1] Comentário: Isso já falou 
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4.3.  Teste de Força de Agarre  

Inicialmente nos dias das eutanásias realizamos o teste de força de agarre, conhecido 

como Wire-hang e estabelecido por Sango et al., (1996), onde cada animal é colocado sobre uma 

grade, com a mesma afastada cerca de 20cm da bancada sobre um material acolchoado, para que 

o mesmo não se machuque no caso de queda. Com o animal sobre a grade, invertemos a mesma, 

para que ele fique pendurado e o tempo em segundos é contado até o padrão de 60s.  

4.4.  Coleta e Análise de Sangue Periférico 

Os animais foram anestesiados com tiopental (80mg/Kg), onde sob efeito do 

anestésico, foi coletado, através da veia cava, o sangue desses animais e em seguida foram 

eutanasiados por exsanguinação, com a secção da veia cava. O sangue foi armazenado para 

posterior análise de estradiol através do método de ELISA. 

4.4.1.  Dosagem de Estradiol Plasmático 

Os níveis de estradiol no plasma foram detectados pelo método de ELISA através do 

Kit para detecção de estradiol da Cayman Chemical (Item Nº 582251; Ann Arbor, MI, USA) 

segundo as recomendações do fabricante. Foram adicionados 100μl de ELISA Buffer nos 

poços de ligação inespecífica e 50μl para os poços de ligação máxima. Após a preparação da 

curva padrão com a solução Estradiol Standard em diluição seriada, foram adicionados 50μl 

nos 8 poços em duplicata identificados de S1 a S8. As amostras foram adicionadas em volume 

de 50μl em cada poço. Preparamos o Estradiol AChE Tracer para os poços de atividade total 

e brancos, sendo 50μl por poço. Por fim, foram adicionados 50μl de ELISA Antiserum em 

todos os poços com exceção do branco, atividade total, ligação inespecífica. A placa foi 

coberta com a fita adesiva fornecida e então incubada durante 1 hora à temperatura ambiente 

em um agitador orbital. Iniciou-se a sequência de aspiração e lavagem (com tampão wash 

buffer) dos poços, repetindo um total de cinco lavagens. Depois foi adicionado 200μL de 

Ellmans Reagent a cada poço e adicionado 5μl do marcador para os poços de atividade total. 

Recobertos com a fita adesiva, permaneceram incubados por cerca de 60 minutos protegidos 

da luz. Após esse período determinou-se os valores finais de absorbância através da densidade 

óptica de 420nm usando um leitor de microplacas. 
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4.5.   Contagem de Células Totais na Medula  

Padronizamos o osso fêmur esquerdo dos animais, que foi dissecado e infundido 0,5mL 

de salina por 3X consecutivas (total volume 1,5mL) com o uso de uma seringa. O volume 

recuperado foi centrifugado a 800g, a 4ºC, por 20 min. O botão celular foi ressuspendido em 

200L de salina e foram contadas as células totais na medula através da microscopia óptica com 

o hemocitômetro de Neubauer (400x). 

4.6. Coleta e Análise do Lavado Broncoalveolar (LBA)  

O LBA foi coletado depois de realizada uma traqueostomia com auxílio de uma cânula 

traqueal, onde foi infundido 0,5mL de salina através de uma seringa, por 3X consecutivas, 

totalizando um volume de 1,5mL. O volume recuperado foi centrifugado (GS-6R centrifuge; 

Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA) a 800g, a 4ºC, por 20 min. O botão celular foi 

ressuspendido em 300L de salina. A contagem total de células foi realizada por microscopia 

óptica com auxílio do hemocitômetro de Neubauer (400x) (PINHEIRO et al., 2015). O 

sobrenadante foi congelado e armazenado em biofreezer a -80ºC para posterior dosagem de 

proteínas.  

Para a contagem diferencial, 100L do botão celular ressuspendido do LBA foram 

citocentrifugados (Cytospin-3, Shandon Instruments, Sewickley, USA) a 450rpm (rotações 

por minuto) por 6 minutos e após seca, a lâmina foi corada pela técnica de Diff-Quick 

(Biochemical Sciences Inc., Swedesboro, NJ). A contagem diferencial das células foi 

determinada a partir do achado de pelo menos 300 leucócitos/lâmina e a diferenciação seguiu 

os critérios hemocitológicos para diferenciação de neutrófilos, eosinófilos, linfócitos e 

macrófagos com o auxílio de um microscópio óptico com objetiva de imersão (1000X).  

4.6.1. Análise de Citocinas no LBA  

A determinação das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-1β no LBA, foi 

realizada e capturada pelo método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). Foram 

utilizados kits da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) e os ensaios foram feitos conforme 

instruções determinadas pelo fabricante. As amostras foram testadas em duplicata e uma curva 

padrão realizada em cada placa. 

Neste método foram utilizadas placas de 96 poços, sensibilizadas com os correspondentes 

anticorpos de captura, onde foram deixadas com o mesmo por um período overnigth. No dia 
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seguinte foi desprezada a solução contendo o anticorpo e as placas lavadas por três vezes com 

150µL de solução Wash Buffer. 

Após as placas estarem totalmente secas, foi realizada a etapa de bloqueio 

adicionando150µL do reagente diluente e deixando por uma hora em local escuro. Foram 

realizadas novas lavagens e posteriormente, adicionadas às placas 50µl de amostras ou de curva 

padronizada e então deixadas por um período de 2 horas (h) no agitador magnético em 

temperatura ambiente.  

Novamente as placas foram lavadas e secas, e realizou-se a etapa de incubação com os 

respectivos anticorpos de detecção por um novo período de 2h no agitador magnético em 

temperatura ambiente. Após este período, as placas foram devidamente lavadas e secas e 

receberam 50µL de Streptoavidina seguidas de um período de descanso por 20 minutos em local 

escuro. Após este período repetiu-se novamente a lavagem e secagem das placas que então 

receberam 100µL de tetrametilbenzidina (TMB) um reagente para revelação, sendo deixadas 

descansando em ambiente escuro pelo período de 20 minutos. 

Para o término da reação TMB/Peroxidase foi adicionado 25µL de TMB Stop Solution 

(1,1mL de Ácido Sulfúrico em 18,9mL de água deionizada). Posteriormente as placas foram 

levadas para o leitor de microplacas de ELISA e lidas por espectofotometria em um 

comprimento de onda de 450nm. 

4.7. Coleta de Órgãos Linfóides (Timo e Baço) 

 No dia da eutanásia coletamos o timo e o baço que foram imediatamente pesados para 

determinar sua massa em gramas (g) e posteriormente congelados e armazenados em biofreezer 

a -80°C.  

4.7.1. Análise de Citocinas no Baço 

Assim como na determinação das citocinas no LBA, seguimos o mesmo protocolo para 

quantificação das citocinas no baço, mas primeiramente, foi realizada a sua homogeneização 

para extração de proteínas e quantificação de proteína total.  

O processo de homogeneização consistiu em adicionar o baço que estava conservado 

congelado no freezer à -80°C à 1mL de tampão (2mM Trisma (pH 7,5), 150mM NaCl, NP40 -

2%, 1mM EDTA (pH 8,0), Glicerol 10%, 20mM fluoreto de sódio, 30mM pirofosfato de sódio 

tetra hidratado, SDS 0,2%, Deoxicolato de sódio 0,5%, 1mM ortovanadato de sódio, 5µM 

Aprotinina, 1µM Parametil Sulfonilfluoreto e água deionizada). Após a homogeneização, a 
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amostra ficou em decantação, em seguida, foi adicionado ao sobrenadante 100µL de Triton-X à 

10%, e então foi incubada por 30 minutos no gelo e, posteriormente centrifugada a 12.000g à 

4°C por 15 min. Após a centrifugação, o sobrenadante foi condicionado em novo tubo eppendorf 

identificado e uma parte do mesmo utilizada para determinação do conteúdo proteico total por 

espectrofotometria com reagente Bradford (Biorad, CA, USA). Nessa quantificação de proteína 

total, as amostras do homogenato do baço foram diluídas na proporção 1:50 em água destilada, e 

pipetadas (5µl/poço) em placas de 96 poços com Bradford (250µl/poço). Foi realizada uma 

curva padrão de albumina de soro bovino (BSA) nas concentrações de 0,2; 0,4; 0,6, 0,8 e 

1mg/mL. Após a pipetagem as placas foram mantidas no escuro por 10 minutos, e a leitura foi 

realizada por um espectrofotômetro (Epoch R BioTek) pelo programa GEN 5.1.1.1 com leitura 

em densidade óptica de 595nm. 

  A dosagem das citocinas TNF-, IL-1IL-6, IL-8 eL-no homogenato do baço, foi 

realizada e capturada pelo método de ELISA. Foram utilizados kits da R&D Systems 

(Minneapolis, MN, USA) e os ensaios foram feitos conforme instruções determinadas pelo 

fabricante. As amostras foram testadas em unicata e uma curva padrão realizada em cada placa. 

Neste método foram utilizadas microplacas de 96 poços, sensibilizadas com os 

correspondentes anticorpos de captura, onde foram deixadas com o mesmo por um período 

overnigth. No dia seguinte foi desprezada a solução contendo o anticorpo e as placas lavadas por 

três vezes com 150µL de solução Wash Buffer cada. 

Após as placas estarem totalmente secas, foi realizada a etapa de bloqueio adicionando 

150µL do reagente diluente e deixando por uma hora em local escuro. Foram realizadas novas 

lavagens e posteriormente, adicionadas às placas 50µl de amostras e a mesma quantidade de 

curva padronizada de BSA e então deixadas por um período de 2h no agitador magnético em 

temperatura ambiente.  

Novamente as placas foram lavadas e secas, e realizou-se a etapa de incubação com os 

respectivos anticorpos de detecção por um novo período de 2h no agitador orbital em 

temperatura ambiente. Após este período, as placas foram devidamente lavadas e secas (como 

nas etapas anteriores) e receberam 50µL de Streptoavidina seguidas de um período de descanso 

por 20 minutos protegidas da luz. Após este período repetiu-se novamente a lavagem e secagem 

das placas que então receberam 100µL de reagente para revelação TMB sendo deixadas 

descansando protegidas da luz pelo período de 20 minutos. 
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Para o termino da reação TMB/Peroxidase foi adicionado 25µL de TMB Stop Solution 

(1,1mL de Ácido Sulfúrico em 18,9mL de água deionizada). Posteriormente as placas foram 

levadas para o leitor de microplacas de ELISA e lidas por espectofotometria em um 

comprimento de onda de 450nm. 

4.8. Coleta e Análise do Pulmão  

Após a coleta do LBA, a caixa torácica foi aberta e os pulmões retirados em monobloco 

coração-pulmão. O pulmão esquerdo foi fixado em solução de formaldeído a 10% por 24 horas e 

posteriormente transferido para uma solução de etanol 70% (LOPES, et al., 2009) para 

posteriormente ser submetido às técnicas de histologia e imunohistoquímica. 

O pulmão direito foi congelado e armazenado em biofreezer a -80°C para análises futuras 

de proteínas. 

4.8.1.  Estudo Morfométrico 

O pulmão esquerdo padronizado para histologia e imunohistoquímica foi então 

submetido às técnicas histológicas habituais com parafina, para obtenção de cortes de 5µm de 

espessura que foram submetidos à seguinte coloração (DOLHNIKOFF, MAUAD, LUDWIG, 

1999): 

 Coloração de Picro-Sírius (Direct Red 80, CI 35780, Aldrich, Milwaukee, WI, 

EUA): Utilizada para a contagem de fibras colágenas da parede das vias aéreas e 

do tecido pulmonar. Para essa detecção os cortes foram desparafinados, lavados 

em água, e posteriormente foram corados segundo as instruções do fabricante 

(EasyPath©). Depois da etapa de coloração, as imagens foram capturadas em 

aumento de 400x, por uma câmera modelo DFC420 (Leica, Wetzlar, Alemanha) 

acoplada em um microscópio trinocular DM2500 (Leica), e enviadas ao 

computador para então processarmos através do programa Qwin Plus (Leica). Um 

filtro de cores foi aplicado em todas as leituras de todos os grupos experimentais 

em sequência à captura das imagens. Determinou-se então a área da parece das 

vias aéreas e seus resultados foram expressos em porcentagem de área de fibras 

positivas em relação à área total da parede da via aérea. A quantificação das fibras 

colágenas pulmonares foi realizada através do analisador de imagens (Image 

ProPlus 4.5.029, Cibernética Media, Inc., Bethesda, MD), onde a medida de 

densidade óptica é o método empregado para detecção dessas fibras. 
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4.8.2. Dosagem de Nitritos e Nitratos no Homogenato Pulmonar 

Para quantificar o NO no tecido pulmonar as amostras dos pulmões direitos foram 

tratadas com nitrato redutase (1,6U/ml) para redução de nitratos a nitritos. Utilizamos o 

método de Griess baseado na descrição de Wu et al., (2007) para determinar a concentração 

total de nitritos, consistindo de acondicionamento de 50µL do homogenato pulmonar em 

microplacas de 96 poços, junto a 50µL da solução concentrada de fosfato dinucleotídeo de 

adenina e nicotinamida - NADPH (8mM), flavina adenina dinucleotídeo - FAD (400µM) e 

nitrato redutase (50µM/ml), deixando incubar por 1 hora na estufa à 37°C. Após foi 

adicionado piruvato (900mM) e lactato desidrogenase - LDH (13,5U/ml) que permaneceu por 

30 minutos na estufa à 37°C e então adicionou-se reagente de Griess (sulfanilamida à 2% + 

naftiletilamida à 0,2% em solução H3PO4 à 5%). Após 10 minutos novamente em estufa à 

37°C, foi realizada a leitura através de um leitor de ELISA (Bio-Tek Instr., EUA), com 

densidade óptica de 550nm, obtendo-se os níveis de nitritos e nitratos expressos em µM à 

partir de uma curva padrão (0,5-200µM) de nitrito de sódio - NaNO2 igualmente submetida ao 

processo de redução de nitratos. 

4.9. Esfregaço Vaginal e Coleta do Útero 

Foi realizada a técnica de esfregaço vaginal onde foram instilados 10µl de solução 

salina e imediatamente coletados via canal vaginal, e em seguida foram analisados em 

microscópio óptico com aumento de 400x. 

Após a coleta do útero foi realizada a pesagem do mesmo para determinar sua massa 

em gramas e posteriormente o mesmo foi congelado e armazenado em biofreezer a menos 

80°C. 

4.10.  Forma de Análise dos Resultados 

Os resultados obtidos até o momento foram analisados estatisticamente utilizando o 

programa SigmaStat  (Jandel Scientific, San Rafael, CA) e análise de variância dois fatores  

(Two-Way ANOVA), sendo um fator a genotipagem e outro a idade dos animais, seguidos de 

teste de comparações múltiplas Student-Newman-Keuls. Foi considerado estatisticamente 

significativo um P<0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Teste de Força de Agarre 

Observamos ao fazer o teste de força de agarre que animais selvagens (WT-3m: 

44,97±3,78; WT-12m: 26,00±3,58 segundos) apresentam maior tempo de sustentação em 

relação aos VAChT-KD (KD-3m: 4,90±3,58; KD-12m: 2,08±3,78 segundos, P<0,001 para 

ambas as comparações), fato que pode ser explicado pela fraqueza muscular que esta 

linhagem apresenta (de CASTRO et al., 2009). Além disso, os animais de 12 meses selvagens 

apresentam redução do tempo de agarre em relação aos de 3 meses (WT-12m x WT-3m) 

(P≤0,001). Essa diferença não ocorre nos animais mutantes. Os dados estão apresentados na 

Figura 4.  

 
 

Figura 4: Teste de Força de Agarre dos Camundongos Fêmeas. 

Os animais foram submetidos a este teste no dia da eutanásia. Para 

tanto foram colocados sobre uma grade que foi invertida e o tempo 

de sustentação cronometrado até 60 segundos. Nota-se que animais 

KD-3m e KD-12m ficam menos tempo agarrados a grade quando 

comparados aos animais WT-3m e WT-12m. Ainda, os animais 

WT-12m também apresentam redução no tempo de sustentação em 

relação ao grupo WT-3m. * P<0,001 comparado aos respectivos 

grupos selvagens 3 e 12meses; ** P≤0,001 comparado ao grupo 

selvagem 3 meses. N = 9-10 animais por grupo. 

 

5.2.  Massa Corporal 

Analisamos a massa dos animais e notamos que animais dos grupos KD-3m 

(20,28±1,03 g) e KD-12m (24,57±1,08 g) apresentam redução de massa corporal em relação 

aos seus respectivos controles selvagens [(WT-3m: 22,79±1,08 g), (WT-12m: 28,81±1,03 g), 

P<0,01]. Ainda, todos os animais com 12 meses apresentam aumento da massa em relação 



35 
 

 

 

aos animais de 3 meses, independente da genotipagem (P<0,01). Estes dados estão 

apresentados na Figura 5.  

 
 

 

Figura 5. Massa Corporal dos Camundongos Fêmeas. Os 

animais foram pesados no dia da eutanásia. Nota-se que animais 

KD-3m e KD-12m apresentam menor massa corporal em relação 

aos seus respectivos controles selvagens. Ainda, todos os animais 

com 12 meses apresentam aumento de massa corporal em relação 

aos de 3 meses. *P<0,01 comparado aos seus respectivos grupos 

selvagens; **P<0,01 comparado aos grupos 3 meses. N = 9-10 

animais por grupo. 

 

 

5.3. Células na Medula Óssea  

 

Na Figura 6 estão os valores de células totais na medula óssea de animais mutantes e 

selvagens com 3 e 12 meses. Observa-se que animais KD-3m tiveram redução do número de 

células na medula óssea (181,43±56,00) em relação aos animais WT-3m (348,61±49,39) 

(P<0,05). Aos 12 meses, não há diferença entre os grupos.  
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Figura 6. Células Totais na Medula Óssea dos Camundongos 

Fêmeas. Foram quantificadas as células totais no lavado de 

medula óssea de camundongos fêmeas com 3 e 12 meses de idade. 

Observamos que há redução da produção de células na medula dos 

animais mutante com 3 meses. *P<0,05 em relação ao grupo WT-

3m. N = 9-10 animais por grupo. 
 

5.4. Lavado Broncoalveolar (LBA) 

Na Figura 7, observa-se os valores de contagem total das células recuperadas no LBA. 

Os animais do grupo KD-3m (4,85±0,69 10
4
células/mL de LBA) apresentaram maior número 

de células totais em relação aos animais selvagens de mesma idade (WT-3m) (2,64±0,73 

10
4
células/mL de LBA) (P<0,05). Este efeito não foi observado aos 12 meses. Ainda os 

animais KD-12m (2,22±0,78) apresentam valores de células totais menores em relação aos 

animais KD de 3 meses (P<0,05). 

Já na contagem diferencial das células do LBA, os animais mantiveram o mesmo padrão 

correspondente ao número total de células, como pode ser observado na Figura 8. Os animais 

KD-3m apresentam aumento de todos os tipos celulares recuperados no LBA [(macrófagos: 

4,36±0,65), (linfócitos: 0,31±0,07), (eosinófilos: 0,10±0,02) e (neutrófilos: 0,13±0,03)] em 

relação aos WT-3m [(macrófagos: 2,96±0,74), (linfócitos:0,11±0,07), (eosinófilos: 0,0 ±0,02) e 

(neutrófilos: 0,06±0,03)], entretanto só houve diferença significativa para o número de 

eosinófilos entre esses dois grupos (P<0,05). Com 12 meses, não há mais diferença entre animais 

WT e KD em relação aos tipos celulares obtidos no LBA. Os KD-12m apresentam redução no 

número de macrófagos (2,03±0,74) e eosinófilos (0,02±0,02) em relação aos KD-3m (P<0,05). 
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Figura 7. Valores de Células Totais no LBA dos 

Camundongos Fêmeas. As células totais foram quantificadas no 

LBA. *P<0,05 comparado aos demais grupos. N = 7-10 animais 

por grupo. 

 

 

 

   

  
 

Figura 8. Contagem Diferencial de Células no LBA dos Camundongos Fêmeas. Foram avaliados o 

número de macrófagos (A), linfócitos (B), eosinófilos (C) e neutrófilos (D) no LBA de animais com 3 e 12 

meses. *P0,05 comparado ao grupo KD-3m; **P<0,05 comparado ao grupo WT-3m. N=7-9 por grupo. 

 

 

C 

A B 
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5.4.1. Citocinas no Lavado Broncoalveolar (LBA) 

Na Figura 9 podemos verificar os valores das citocinas TNF (painel A), IL-1 (painel 

B), IL-6 (painel C) e IL-8 (painel D) nos quatro grupos estudados. Observa-se que para todas as 

citocinas, o grupo KD-3m [(TNF: 532,20±57,54), (IL-1: 334,81±26,35), (IL-6: 

471,28±42,99), (IL-8: 401,58±36,18)] apresenta aumento nos níveis destas em relação ao WT-

3m [(TNF: 275,19±60,65), (IL-1: 169,82±24,84), (IL-6: 264,50±42,99), (IL-8: 

253,30±36,18), P<0,01 para todas as comparações] e em relação aos animais KD-12m [(TNF: 

182,31±57,54), (IL-1: 202,82±23,57), (IL-6: 214,55±42,99), (IL-8: 180,11±36,18) (P<0,01 

para todas as comparações).  

 

  

 

Figura 9: Citocinas no LBA dos Camundongos Fêmeas. Níveis de citocinas TNF- (A), IL-1 (B), IL-6 

(C), IL-8 (KC, homóloga) (D) detectadas por ELISA no LBA em animais mutante e selvagens com 3 ou 12 

meses. *p<0,01 em relação aos demais grupos. N=5-10 animais por grupo para TNF-α e N=6-10 para as 

demais citocinas.  

 

5.5.  Estudo Morfométrico 

 

D C 

A B 
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Avaliamos a deposição de colágeno no parênquima pulmonar, pois é um dos parâmetros 

utilizados para observar se houve remodelamento pulmonar em consequência de inflamação. Os 

dados obtidos foram representados na figura 10, onde observamos que os grupos KD-3m 

(5,97±0,94 – P<0,05) e WT-12m (9,60±1,93 – P<0,001) aumentaram a porcentagem de colágeno 

em relação ao grupo selvagem de 3 meses. Além disso, o grupo KD-12m (4,91±1,92 – P<0,05) 

apresentou menor deposição de colágeno em comparação com o selvagem de mesma idade. 

 

 

 

Figura 10: Remodelamento do Parênquima Pulmonar. No gráfico (A) observamos um aumento de fibras 

colágenas no grupo KD-3m em comparação ao grupo selvagem de mesma idade. *p<0,05 em relação ao grupo 

WT-3m. **p<0,05 em relação ao grupo WT-12m. N=4-6 animais por grupo. Fotomicrografias representativas 

das fibras colágenas no parênquima pulmonar dos animais WT-3m (B), KD-3m (C), WT-12m (D) e KD-12m (E) 

através de programa analisador de imagens.  

 

A 
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5.6. Massa de Órgãos Linfóides 

Foram analisados também a massa do baço e timo em relação a massa total, 

apresentados na Figura 11. No peso do timo, nota-se que animais selvagens com 12m (WT-

12m: 0,16±0,03%), apresentam redução do timo em relação aos selvagens de 3m [(WT-3m: 

0,26±0,03%), P<0,05]. Esta diferença não é observada nos animais mutantes [(KD-12m: 

0,19±0,03%); (KD-3m: 0,21±0,03%)]. Em relação ao peso do baço, não houve diferença 

estatística em nenhum dos grupos estudados [(WT-3m: 0,25±0,03%), (KD-3m: 0,25±0,04%), 

(WT-12m: 0,23±0,03%), (KD-12m: 0,29±0,03%)]. 

 

 

  
 

Figura 11. Massa de Órgãos Linfóides dos Camundongos Fêmeas. Massa do timo (A) e baço (B) em 

relação a massa corporal (%) de fêmeas com 3 e 12 meses. *P<0,05 comparado ao grupo de mesma 

genotipagem com 3 meses. N = 6-10 animais por grupo. 

 

5.6.1. Citocinas no Baço 

Verificamos, nos quatro grupos estudados, os níveis das citocinas presentes no 

homogenato do baço (figura 12) onde o painel A representa os níveis de TNF, painel B os 

níveis de IL-1, painel C os níveis de IL-6, no painel D os níveis de IL-8, e no painel E os níveis 

de IL-10. Novamente observa-se que para todas as citocinas, o grupo KD-3m [(TNF: 

156,21±49,69), (IL-1: 166,95±29,58), (IL-6: 15,08±4,11), (IL-8: 67,57±11,31), (IL-10: 

55,02±9,77)] apresenta aumento nos níveis destas em relação ao WT-3m [(TNF: 64,40±14,57), 

(IL-1: 72,33±27,67), (IL-6: 07,71±04,11), (IL-8: 30,32±10,58), (IL-10: 19,51±9,77), P<0,05 

para todas as comparações] e em relação aos animais KD-12m [(TNF: 37,50±7,19), (IL-1: 

42,62±29,58), (IL-6: 05,83±04,11), (IL-8: 16,38±11,31), (IL-10: 15,62±9,77), P<0,05 para todas 

as comparações]. 

 

A B 
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Figura 12: Citocinas no Homogenato do Baço dos Camundongos Fêmeas. Níveis de citocinas TNF- 

(A), IL-1 (B), IL-6 (C), IL-8 (KC, homóloga) (D), IL-10 (E) detectadas por ELISA no homogenato do baço 

em animais mutante e selvagens com 3 ou 12 meses. *p<0,05 em relação aos demais grupos. N=5-10 animais 

por grupo para TNF-α e N=6-10 para as demais citocinas. 

 

B A 

C D 
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5.7.Dosagem de Nitritos e Nitratos no Homogenato Pulmonar 

A avaliação dos níveis de NO2 e NO3 no tecido pulmonar observada na figura 13, 

demonstra que os animais do grupo KD-3m (2,77±0,64 - P<0,001) apresentaram os níveis mais 

altos quando comparado ao grupo WT-3m (0,59±0,11) e o grupo KD-12m (1,02±0,26) apresenta 

redução dos níveis de nitritos e nitratos quando comparado ao KD-3m.  

 

 

Figura 13: Níveis de Nitritos e Nitratos no Homogenato 

Pulmonar. Níveis de nitritos e nitratos detectados por teste de 

Griess no homogenato pulmonar em animais mutantes e selvagens 

com 3 ou 12 meses. *p<0,001 em relação ao grupo selvagem de 3 

meses. **p<0,001 em relação ao grupo mutante de 3 meses. N=5-7 

animais por grupo. 

 

5.8. Ciclo Estral, Massa do Útero e Dosagem de Estradiol Sanguíneo 

Observamos na figura 14 (A) que os animais com 12 meses, independente da 

genotipagem [(WT-12m: 0,31±0,06%), (KD-12m: 0,25±0,06%)] apresentam redução da 

massa do útero (% da massa corporal) em comparação aos animais de 3 meses [(WT-3m: 

0,52±0,06%), (KD-3m: 0,46±0,07%), P<0,05]. 

À partir do plasma sanguíneo verificamos os níveis de estradiol nos quatro grupos 

estudados, [figura 14 (B)] onde não conseguimos observar diferenças estatísticas entre os 

mesmos [WT-12m (00,00±00,00); KD-3m (00,00±00,00); WT-12m (00,00±00,00); KD-12m 

(00,00±00,00)]. 
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Figura 14: Massa do Útero e Níveis de Estradiol Plasmático. Observa-se a massa do útero (A) em relação 

a massa corporal (%) de fêmeas com 3 e 12 meses. Nota-se que a massa do útero está reduzida aos 12 meses. 

*P<0,05 comparado ao grupo de mesma genotipagem com 3 meses. Os níveis de estradiol (B) no plasma 

sanguíneo em animais mutante e selvagens com 3 ou 12 meses não demonstram alterações significativas 

estatisticamente. N=5-10 animais por grupo. 
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6. DISCUSSÃO 

O presente estudo avaliou animais com deficiência colinérgica por redução de VAChT 

ao longo do tempo, com 3 meses e 12 meses. Demonstramos que a redução colinérgica em 3 

meses apresenta aumento da resposta inflamatória pulmonar, com aumento no número de 

células inflamatórias no lavado broncoalveolar e aumento de citocinas no pulmão e no baço. 

Interessante que aos 12 meses, estes animais apresentam-se similares aos selvagens com a 

mesma idade.  

O sistema colinérgico anti-inflamatório e seus componentes periféricos como o 

receptor nicotínico alfa-7 têm se demonstrado importantes no controle da resposta 

inflamatória pulmonar, tanto em situações basais (PINHEIRO et al., 2015) quanto em 

situações patológicas (SU et al., 2007, PINHEIRO et al., 2017). Os níveis de VAChT estão 

relacionados diretamente com a redução da liberação da ACh tanto neuronal quanto não 

neuronal, tornando assim o modelo da linhagem de redução de VAChT uma importante 

ferramenta para o estudo dos efeitos do sistema colinérgico anti-inflamatório em diversos 

sistemas (PRADO, et al., 2006a). 

Observamos inicialmente que os animais VAChT apresentam redução na força 

muscular, testada pelo teste de força de agarre (Wire Hang Test), tanto com 3 quanto com 12 

meses, o que corrobora com estudos prévios descritos por Prado et al. (2006a), que 

demonstraram que os animais VAChT apresentam miastenia (fraqueza e fadiga muscular). 

Ainda notamos que animais de 12 meses sem deficiência colinérgica apresentam também 

redução no tempo de sustentação, o que evidencia a perda de força devido à idade. 

Corroborando com esses dados, Ferraro et al. (2016) demonstraram que um dos fatores que 

contribui para a diminuição da força muscular com a idade é o aumento da expressão de 

fatores pró-inflamatórios e de espécies reativas de oxigênio no músculo esquelético, que 

favorecem a degradação de proteínas com consequente perda de motoneurônios e apoptose. 

Sendo assim, esta é uma justificativa plausível para os achados nesse estudo.  

Ainda a fim de confirmar as alterações sistêmicas induzidas pela redução de VAChT, 

observamos que animais mutantes apresentam redução da massa corpórea, que também já foi 

demonstrada em outros estudos (PINHEIRO et al., 2015). Aos 12 meses, embora a massa 

corporal tenha aumentado em relação aos animais jovens, os mutantes permanecem com 

menor massa corpórea em relação aos selvagens. Em conjunto com a redução no teste de 

força, a redução do peso confirma o fenótipo destes animais.  
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Os animais mutantes produzem menos células medulares em relação aos respectivos 

selvagens aos 3 meses. Essa diferença não foi observada aos 12 meses. Pritz, Weinberger, 

Grubeck-Loebenstein (2014), revisando o efeito da senilidade na resposta imunológica, 

embasaram que há redução de células totais medulares com o envelhecimento, fato que 

justifica inclusive o déficit imunológico característico na senilidade de forma geral. 

Entretanto, aos 12 meses não observamos estes achados em animais mutantes. Provavelmente 

estudos com animais com maior idade poderiam demonstrar esta resposta. Interessante, que a 

redução da produção de células medulares aos 3 meses em animais VAChT, pode explicar o 

déficit imunológico causado pela deficiência colinérgica.  

Os animais VAChT jovens apresentam aumento de células totais no LBA quando 

comparado aos demais grupos. Embora, todos os tipos celulares estejam aumentados no KD-

3m, só houve diferença significativa para o número de eosinófilos. Houve ainda aumento de 

TNF, IL-1, IL-6 e IL-8 (KC), que são citocinas pró-inflamatórias, no LBA dos animais 

KD-3m, sugerindo processo inflamatório pulmonar. Estes achados corroboram aqueles 

obtidos por Pinheiro et al., (2015), que observaram aumento da resposta inflamatória em 

machos jovens mutantes para VAChT.   

Os animais KD-12m apresentam redução de células do LBA e de citocinas em relação 

aos de 3 meses, e valores semelhantes aos selvagens de 12 meses. Shaw et al., (2010) relatam 

em revisão sobre envelhecimento e sistema imune que algumas respostas da imunidade inata 

estão diminuídas com o envelhecimento. Toapanta e Ross (2009) demonstraram que, ao 

mesmo tempo em que a produção de substâncias pró-inflamatórias como IL-12 e MCP-1 

(Proteína quimioatratora de monócitos-1) estava diminuída no pulmão de animais idosos 

submetidos à infecção viral, outras, como a IL-6, citocina altamente produzida por linfócitos, 

o TNF-α e a IL-1α estavam aumentadas. Em nosso estudo as citocinas no LBA reduziram ao 

longo dos 12 meses, mostrando a diminuição do quadro inflamatório inicial, o que favorece a 

função pulmonar, pois sem os sinais inflamatórios característicos, diminui a presença de 

citocinas pró-inflamatórias e de fatores pró-fibróticos que consequentemente prejudicam a 

função desse órgão (COLARUSSO et al., 2017). 

Pelo fato da literatura relatar aumento do estresse oxidativo em inflamação pulmonar 

(RAHMAN, ADCOCK, 2006), avaliamos os níveis de óxido nítrico no tecido através dos 

seus subprodutos NO2 e NO3. Observamos que, aos 3 meses em animais mutantes, houve um 

aumento dos níveis de nitrito/nitrato no pulmão. O trabalho de Asano et al., (1994) em células 

in vitro, observou que existe um papel importante das citocinas na indução de NOS, onde 
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IFN-y (interferon gama), IL-1β e TNF-α conseguiam a indução máxima de NOS, pois com a 

eliminação destas citocinas, diminuiu a indução dos genes de iNOS, esses dados explicariam 

o aumento dos níveis de NO2 e NO3 encontrados no tecido pulmonar dos animais KD-3m. 

Aos 12 meses, os níveis de nitrito e nitrato em animais mutantes voltou a valores basais. 

Uma hipótese poderia se o aumento da isoforma constituiva de NOS, que teria um papel protetor 

(MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991) ou ainda uma inibição da iNOS ao longo do tempo. 

Embora esta seja uma hipótese plausível, não avaliamos no presente projeto as isoformas de 

NOS.  

Uma vez que o estresse oxidativo e os demais sinais inflamatórios teciduais levam a 

alterações da deposição de colágeno (MASSA et al., 2017; PRADO et al., 2006b), foi 

quantificada esta proteína no pulmão dos grupos estudados, o que pode caracterizar o 

remodelamento pulmonar, que consiste em alterações histológicas do parênquima e/ou vias 

aéreas, dificultando a expansibilidade natural deste órgão (HUANG, 2007a). Portanto, quanto 

às fibras colágenas no pulmão, observamos em nosso estudo um aumento das mesmas no 

grupo KD-3m, característica observada em quadros inflamatórios como defesa do organismo, 

dado esse que justifica-se pela inflamação pulmonar observada nos animais KD-3m com 

aumento do número de macrófagos, células que, segundo Chetta (1997), são potentes 

liberadores de mediadores pró-fibróticos, resultando no aumento das fibras colágenas. 

Observamos também o aumento dessas fibras no grupo WT-12m que demonstra resposta 

pulmonar característica da senilidade, corroborando com o estudo feito previamente por nosso 

grupo com animais VAChT-KD machos (PINHEIRO et al., 2015), que aos 3 meses 

apresentavam inflamação pulmonar e aumento das fibras colágenas; e concordando também 

com os estudos de Huang et al., que demonstraram aumento das fibras colágenas no 

envelhecimento pulmonar (HUANG et al., 2007a) e também correlacionando ao 

desenvolvimento de fibrose pulmonar (HUANG et al., 2007b). 

Considerando que não existem outros estudos que tenham avaliado alteração em 

fêmeas desta linhagem, optamos por analisar a massa de alguns órgãos relacionados ao 

sistema imunológico, como o timo e o baço assim como a produção de citocinas pelo baço.   

Sabe-se que o timo apresenta involução com a idade (PANGRAZZI, et al. 2016). 

Interessante que nossos animais selvagens com 12 meses apresentaram redução do timo, 

entretanto, isso não foi observado em animais mutantes, que já partiram mesmo aos 3 meses 

com tendência de redução da massa do timo. Uma hipótese é que a redução do timo destes 
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animais já aos 3 meses, possa explicar a deficiência imunológica e a maior susceptibilidade às 

infecções que a deficiência colinérgica induz (LEITE et al., 2016).  

Pelo fato de alguns estudos já revelarem o papel do baço na mediação da atividade 

anti-inflamatória do nervo vago (HUSTON et al., 2006; ROSAS-BALLINA et al., 2008), 

componente importante do SCAI, verificamos a massa e as citocinas desse órgão, onde não 

observamos diferença estatisticamente significativa na massa do baço dos grupos estudados, 

dado que difere dos obtidos por Loukov et al., (2016) que constataram esplenomegalia em 

animais idosos com 18 meses, e atribuíram tal fato aos baixos níveis constantes de inflamação 

característicos do envelhecimento (FRANCESCHI et al., 2007; PUCHTA et al., 2016) que 

estimulam excessivamente esse órgão, resultando no aumento de sua massa. A diferença na 

idade dos animais senis estudados pode explicar tais discrepâncias. Já com relação a produção 

de  citocinas nesse órgão, o grupo KD-3m diferindo-se dos demais grupos, demonstrou 

aumento na produção de TNF-α, IL-1β e IL-8, o que corrobora os achados no pulmão, e 

demonstra também a importância do baço no controle anti-inflamatório, como visto por 

Huston et al., (2006) quando verificaram que animais esplenectomizados ao receberem 

estímulo elétrico no nervo vago, não eram capazes de diminuir a produção de TNF-α. 

Na tentativa de achar resposta às alterações pelo componente hormonal, avaliamos a 

massa do útero e os níveis de estradiol plasmático. Animais com 12 meses, tanto selvagens 

quanto mutantes, apresentam redução da massa do útero, sugerindo déficit dos níveis 

hormonais femininos. Neste sentido, o fato de que entre 10 a 12 meses o ciclo estral começa a 

ser irregular em camundongos fêmeas (LU, ANZALONE, LAPOLT, 1994; MCGEE AND 

HSUEH, 2000) poderia justificar esse achado, além disso, o trabalho de Cardoso et al., (2004) 

demonstrou que em animais ovarectomizados, os níveis de estradiol decrescem abruptamente 

um dia após a retirada dos ovários e a massa do útero acompanha esse decréscimo, porém 

mais lentamente, indicando a relação entre a presença de estradiol e a massa uterina. Porém, 

ao avaliarmos a dosagem de estradiol plasmático, não observamos reduções significativas 

desses níveis nos grupos de 12 meses em relação aos de 3 meses, embora a massa do útero 

dos animais de 12 meses tenha diminuído. Alguns autores ao estudar sobre camundongos 

fêmeas idosas consideram a idade acima de 18 meses como referência a um animal idoso, 

sendo, portanto, uma explicação para o fato de não termos observado essa alteração aos 12 

meses, que é considerada por muitos autores como meia-idade (CLAES et al., 2017; FINCH, 

2014). 
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Em conjunto nossos dados demonstraram que o sistema colinérgico modula a 

inflamação pulmonar em animais jovens. Embora os animais com deficiência de VAChT 

mantenham o fenótipo a longo prazo, a inflamação e o estresse oxidativo no pulmão parece 

ser controlada ao longo do tempo. Os exatos mecanismos desta adaptação ainda não foram 

totalmente elucidados, mas parece não haver relação com os níveis de estrógeno. Certamente 

estudo com animais mais velhos de 18 a 24 meses serão necessários para elucidar o papel do 

sistema colinérgico anti-inflamatório nas alterações pulmonares em animais idosos. 
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7. CONCLUSÃO 

Mostramos nesse estudo que animais fêmeas de 3 meses de idade com deficiência de 

VAChT apresentam, sem estímulo nocivo, clara resposta inflamatória com aumento de 

células, citocinas e de nitritos/nitratos no pulmão, aumento de citocinas no baço, redução de 

células na medula óssea, além de remodelamento pulmonar, mostrando o importante papel do 

sistema colinérgico anti-inflamatório na homeostasia do organismo.  

Aos 12 meses, esses animais reduzem esse quadro inflamatório inicial, apresentando 

respostas pulmonares e sistêmicas semelhantes aos selvagens de mesma idade. Embora não 

tenhamos conseguindo identificar os exatos mecanismos desta adaptação parece não haver 

relação com os níveis de estrógeno.  

Portanto, através deste estudo podemos concluir que o sistema colinérgico exerce 

controle em processos inflamatórios em animais jovens fêmeas com deficiência colinérgica.  
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