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RESUMO

O sistema colinérgico anti-inflamatdrio tem sido estudado em diversas doengas e j& foi
demonstrado que alteracBes nesta via pioram a inflamacdo do organismo. A deficiéncia
colinérgica causada pela redugdo na expressdo da proteina transportadora vesicular da
acetilcolina (VAChAT), responsavel pelo transporte da acetilcolina (ACh) para dentro das
vesiculas, estd intimamente relacionada & reducdo da liberagdo de ACh. Nosso grupo
demonstrou recentemente que animais com reducdo de VAChT apresentaram inflamacéao
pulmonar em camundongos com 3 meses de vida. Entretanto, pouco se sabe dos efeitos da
deficiéncia colinérgica em longo prazo em animais com 12 meses, idade correspondente ao
inicio da senilidade e que sabidamente pode haver maior injuria pulmonar. Objetivo:
Comparar a inflamagéo pulmonar induzida pela redugdo VAChT em animais com 3 meses e
12 meses de idade. Materiais e Método: Foram utilizadas fémeas com 3 e 12 meses de idade
selvagens ou mutantes para VAChT. Os animais foram pesados e submetidos ao Wire Hang
teste. ApOs anestesia, 0 lavado broncoalveolar (LBA) foi retirado para quantificagdo de
células e de citocinas. Em seguida, o sangue, pulmédo, baco, timo e Gtero foram coletados para
analises posteriores. Ainda foram quantificadas células na medula Gssea e o0s niveis de
citocinas no bago, além do nivel de estrégeno no sangue e de nitrito e nitrato no pulmé&o. Os
dados foram analisados estatisticamente pelo programa Sigma Stat e considerado significativo
um p<0,05. Resultados: Todos os animais com reducdo de VAChT tiveram redugdo do
tempo de sustentagdo na grade (P<0,001) e da massa corporea (P<0,01) em relacdo aos seus
controles selvagens. Ainda, os animais selvagens com 12 meses tiveram reducdo no tempo de
sustentacdo na grade em relacdo aos selvagens com 3 meses (P<0,001). Animais mutante
apresentaram uma diminuicdo das células totais na medula éssea (P<0,05), aumento no
nimero de células totais no LBA (P<0,05), e de eosindfilos (P<0,05), além do aumento dos
niveis de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-1B (P<0,01) e deposicdo de fibras colagenas em 3 meses
comparado aos animais selvagens de mesma idade. Aos 12 meses, as células no pulmao e as
citocinas foram reduzidas nos mutantes (P<0,05) e ndo houve alteracdo da deposicédo de fibras
colagenas no pulméo em relacdo ao observado nos mutantes de 3 meses. A porcentagem de
massa do timo estava reduzida apenas nos animais mutante com 12 meses em relacdo ao
selvagem com 3 meses (P<0,05) e ndo houve diferenca na massa do bago entre 0s grupos.
Entretanto, aos 3 meses, 0s mutantes apresentam aumento de IL-1b, IL-8 e TNF-q, resposta
que ndo foi observada aos 12 meses. Nos animais de 12 meses tanto selvagens quanto mutante
houve reducao da porcentagem de massa do Utero (P<0,05), sem, no entanto alterar 0s niveis
de estrogeno no sangue. Por fim, aos 3 meses ha aumento de nitrito/nitrato no pulméo dos
animais mutantes, fato que ndo foi observado aos 12 meses. Conclusdo: Nossos dados
demonstraram que o sistema colinérgico modula a inflamagdo pulmonar em animais jovens.
Embora os animais com deficiéncia de VAChT mantenham o fenétipo a longo prazo, a
inflamagdo e o estresse oxidativo no pulmao parece ser controlada ao longo do tempo. Os
exatos mecanismos desta adaptagdo ainda ndo foram totalmente elucidados, mas parece ndo
haver relacdo com os niveis de estroégeno.

Palavras-chave: Sistema Colinérgico Anti-inflamatério. Inflamagdo Pulmonar. Camundongo
Fémea. Camundongo Idoso. Imunosenescéncia.



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 (VAChHT), 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 VAChHT 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-a, IL-6, IL-8 and IL-1f (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-[1, a response that 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 INTRODUCAO

O desequilibrio homeostatico pode ser causado por diminuicdo da resposta em
situacdes de estresse, caracteristica presente na definicdo de envelhecimento (WEINERT;
TIMIRAS, 2003). A senescéncia celular, termo amplamente utilizado em ciéncias bioldgicas
e da sadde, pode ser definida como a diminuicdo da capacidade de mitose até o ponto em que
a mesma cessa e entdo a célula entra em degeneracdo (HAYFLIC, 1965). Esse mecanismo
pode ser induzido por diversos fatores como alteragfes no mecanismo interno e estimulos
externos ambientais (HARMAN, 1981; MEINERS, EICKELBERG, KONIGSHOFF, 2015;
WEINERT, TIMIRAS, 2003).

O pulmdo é um o6rgdo muito vulneravel aos estimulos ambientais, devido ao seu
contato com o meio externo, 0o que pode levar a alteragbes estruturais e funcionais
(MEINERS, EICKELBERG, KONIGSHOFF, 2015), contribuindo para o desenvolvimento de
doencas pulmonares diversas (REUTER ET AL., 2010; ZHOU, et al., 2013).

O sistema colinérgico anti-inflamatério (SCAI) é uma via que compreende o nervo
vago eferente, o neurotransmissor acetilcolina (ACh) e seu receptor nuclear da classe
nicotinica, subtipo a7 (a7nAChR) (PAVLOV; TRACEY, 2005; YANG et al., 2014,
SHARMA, HANANIA, SHIM, 2009; SU, MATTHAY, MALIK, 2010). Esse sistema
controla o excesso de citocinas pré-inflamatorias, evitando o desenvolvimento de patologias

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

Nosso grupo demonstrou recentemente que animais machos com deficiéncia
colinérgica por redugdo da vesicula transportadora de acetilcolina (VAChT) apresentam
aumento da inflamagdo pulmonar com remodelamento da matriz extracelular e piora da
fungdo pulmonar, sugerindo que o sistema colinérgico anti-inflamatério é um regulador da
homeostasia pulmonar. Desta forma, é de grande importancia continuar as investigagdes de

mecanismos que esclarecam o papel do SCAI no pulméo.

Justificativa e hipotese: Assim, tentaremos esclarecer se a piora da inflamagdo
induzida por deficiéncia colinérgica € semelhante em fémeas e se esta evolui
progressivamente no animal senil de forma mais grave que o animal selvagem ou se essa
progressdo se estabiliza em certo momento equiparando-se aos niveis inflamatorios normais

da senilidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Envelhecimento

Envelhecer, segundo o dicionario Michaelis (2017), significa tornar-se velho,
avancado em idade, em desuso. E uma palavra originada do latim (velho = vetulum) que
originou o termo envelhecimento, ato ou efeito de envelhecer. J&4 senescéncia, palavra
amplamente utilizada nas literaturas de sa(de, também deriva do latim, correspondendo a uma
qualidade de senescente, que em biologia representa o processo de envelhecimento em

individuos maduros.

Trazendo para o entendimento bioldgico, o envelhecimento, segundo Weinert e
Timiras (2003), representa a diminuicdo na resposta frente a situacdes de estresse, com
aumento do desequilibrio da homeostasia, assim como o0 aumento na incidéncia de patologias,
sendo que sua principal consequéncia sera a morte. Esses autores ainda ressaltam que se trata
de um complexo processo multifatorial que ocorre no organismo com interagdes simultaneas

entre os varios niveis funcionais de organizacao.

Em meados dos anos 60, Hayflic (1965), desenvolveu a teoria da senescéncia 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. A partir dai, deu-se inicio a diversas pesquisas sobre replicacdo celular e
senescéncia, e senescéncia induzida por estresse, descritas na revisdo de Weinert e Timiras
(2003) como distintas, onde a replicativa provém do encurtamento dos teldmeros a cada
replicacdo celular o que resulta em telémeros cada vez mais curtos, e a induzida por estresse é
resultante de uma variedade de estressores, incluindo dano ao nivel do DNA (acido
desoxirribonucleico), modificagdes estruturais nos cromossomos, além de aumento de

expressdo de genes relacionados ao surgimento de tumores.

Atualmente a senescéncia celular é caracterizada como um processo que envolve o
encurtamento de teldmeros (estrutura protetora presente na extremidade dos cromossomos —
figura 1) e a consequente parada de replicagdo das células, fato que ocorre em consequéncia a
proliferacdo celular (chamada de senescéncia replicativa) ou induzido por estresse em um
processo inflamatdrio, por exemplo. Neste Gltimo caso, hd presenca de vérias substancias
como citocinas, fatores de crescimento, metaloproteinases de matriz (MMPs), dentre outras
(MACIEL-BARON et al., 2016; MEINERS, EICKELBERG, KONIGSHOFF, 2015).
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Figura 1. Senescéncia Replicativa. A figura demonstra a diferenca entre um teldmero jovem e um na
senescéncia, alterando as células medulares e a imunidade (Adaptado de ARMANIOS, BLACKBURN, 2012).

O processo de envelhecimento pode, também, ser caracterizado pelo continuo
comprometimento da funcéo de tecidos e 6rgdos, além do organismo como um todo, o que
propicia um aumento na vulnerabilidade frente aos diversos estimulos ambientais e,
consequentemente, um maior risco ao desenvolvimento de doengas e, posteriormente, levando
a morte (HARMAN, 1981; MEINERS, EICKELBERG, KONIGSHOFF, 2015; WEINERT,
TIMIRAS, 2003).

Por estar constantemente exposto ao ambiente externo, o pulmdo é um O6rgédo
susceptivel aos impactos ambientais, como a fumaca de cigarro, exposi¢des a bactérias ou
patégenos virais, entre muitos outros, que podem interferir em sua estrutura e funcédo
(MEINERS, EICKELBERG, KONIGSHOFF, 2015), sendo que o aumento do estresse
oxidativo e da inflamagéo, consequentes a essas agressodes, contribuem diminuindo a defesa e
propiciando o desenvolvimento de doencas como, por exemplo, Doencas Pulmonares
Obstrutivas Crdnicas (DPOC) (REUTER ET AL., 2010; ZHOU, et al., 2013). As células
imunes pulmonares, como os macrofagos alveolares, neutrdfilos e as células dendriticas
residentes no pulmdo, normalmente conseguem neutralizar e/ou eliminar essas particulas
estressoras pela capacidade de fagocitose e reparagdo de células estruturais, tais como células
epiteliais bronquicas ou alveolares (MEINERS, EICKELBERG, KONIGSHOFF, 2015).
Porém, quando essas células imunes ndo conseguem realizar sua funcdo adequadamente, toda

a defesa pulmonar pode estar comprometida.



17

Segundo Golec et al., (2017) animais em meia-idade (18 meses) j& apresentam
declinio de algumas fun¢des pulmonares, demonstrando caracteristicas semelhantes a funcéo
pulmonar de um animal idoso. Em estudos sobre envelhecimento pulmonar em camundongos,
a reducdo das fibras elésticas e 0 aumento das fibras colagenas sdo bem descritos como
fatores correlacionados ao desenvolvimento de fibrose pulmonar e senilidade (HUANG et al.,
2007b). No envelhecimento muitas func¢des sdo debilitadas, como por exemplo, a resisténcia a
infecgdes, devido a diminuicdo tendencial da massa do timo e das células T que sdo
produzidas por ele (SHARMA, HANANIA, SHIM, 2009).

Ao que percebemos todos esses indutores de estresse que ocorrem no pulm&o podem
favorecer o envelhecimento, sendo, a inflamagdo pulmonar uma das caracteristicas mais

citadas dentre os autores.
2.2. Inflamac&o Pulmonar

No Brasil, a maior populacdo acometida por doencas respiratorias refere-se as criangas
e idosos, sendo o indice de internacdo por problemas respiratérios contemplando cerca de
13% dos individuos acima de 65 anos (MINISTERIO DA SAUDE - BR, 2017). Dessa forma
se observa a importancia do esclarecimento das doengas relacionadas ao sistema respiratorio

para que se desenvolvam medidas de prevencao e tratamento adequadas.

Frente a uma agresséo tecidual ou a uma invasdo patogénica 0 organismo responde
iniciando um processo inflamatdrio com a finalidade de reverter essa lesdo e reestabelecer a
homeostase (BOSCA, et al., 2005; ROSAS-BALLINA; TRACEY, 2009). Para tanto, esse
processo se inicia com o estimulo as células do sistema imune, entre elas os macréfagos, que
sintetizam e liberam substancias pré-inflamatorias como, por exemplo, o fator de necrose
tumoral (TNF), interleucinas (IL-1pB, IL-6, entre outras), 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas
(BOSCA, et al., 2005; PAVLOV; TRACEY, 2005). Frente a liberagio dessas substancias o
sistema imunolégico é ativado, atraindo mais células de defesa, sendo os neutr6filos uma das
primeiras células a chegar ao local da injuria, estimulando o aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e proteases, que podem, além de defender, levar a danos no tecido (BOSCA,
et al., 2005; KOMORI, et al., 2003). Ao mesmo tempo em que estas substancias sdo
necessarias para conter o processo inflamatorio, se as mesmas nao forem controladas, podem

desencadear respostas anormais, podendo ocasionar lesdo secundéria local.
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O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a;) é uma citocina mediadora de inflamagéo
local e sistémica, secretada por macréfagos em resposta a um estimulo de patégenos ou lesdo
de outra natureza. Entretanto a liberacdo excessiva de TNF-a. pode causar inflamagdo
(CATAL et al., 2014). Outro papel do TNF-a € a inducdo da liberagdo de outras citocinas
pro-inflamatérias como a Interleucina 1 (IL-1), e outros mediadores, como o NO, que
perpetuam a inflamacdo (TRACEY, 2002; WANG et al., 1999). Existem dois subtipos de
interleucina 1, a IL-1a e a IL-1pB, que também atuam em processos inflamatorios ativando a
producdo de outras citocinas, além de promover a liberagdo de B-endorfina, que atuam na
percepcao de dor. A interleucina 6 é produzida sob indugdo da TNFa e IL-1 & partir de células
como mondcitos e linfdcitos, sendo possivel detecta-la cerca de 10 dias ap6s uma injuria
tecidual. Dentre uma série de efeitos biologicos, a IL-6 é responsavel por ativacdo da
coagulacgdo e de neutréfilos. Podendo ser sintetizada por mondcitos e células endoteliais a
partir de estimulos da TNFa e IL-1, a interleucina 8 é uma quimiocina que tem como
caracteristica ativar e atrair neutrofilos para o local da inflamag&o. J4 a interleucina 10 tem a
capacidade de suprimir a ativagcdo de macrdfagos, suprimindo assim a sintese de citocinas
pré-inflamatorias, desta forma, é descrita na literatura como uma citocina anti-inflamatéria,
importante no processo de controle inflamatério (BLACKWELL, CHRISTMAN, 1996;
JOHNSTON, WEBSTER, 2009).

A literatura descreve o NO como uma molécula estavel de baixo peso molecular,
apresentada em forma de gas, com agdo citotoxica e vasodilatadora. De acordo com o
estimulo e o tipo de célula sintetizadora, pode modular respostas inflamatorias ou anti-
inflamat6rias (MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991; ADAMS, 1996).

Em células endoteliais, a sintese do NO ocorre quando a L-arginina se une a uma
molécula de O,, gerando um processo de catalisacdo através das enzimas 6xido nitrico-sintase
constitutivas (cNOS) divididas em: enzima 6xido nitrico-sintase neuronal (NnNOS) e a enzima
oxido nitrico-sintase epitelial (eNOS) (MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991). Quando o
NO atravessa 0 endotélio em dire¢do a musculatura lisa do vaso, através de reacdes quimicas
ird produzir, a nivel intracelular, o monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), induzindo ao
relaxamento das fibras musculares culminando na vasodilatagdo (MONCADA, PALMER,
HIGGS, 1991; ADAMS, 1996). A produgédo de NO, via enzima éxido nitrico-sintase induzida
(iNOS) esta associada, na literatura, a reagoes pro-inflamatérias, de forma que ao invés de
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auxiliar no controle anti-inflamatério, contribuem com a inflamacdo (MCCALL, PALMER,
MONCADA, 1991).

Na presenca de oxigénio (O,) o NO, tem meia-vida curta, sendo rapidamente oxidado
em nitrito (NO,) e nitrato (NO3) (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; MARLETTA,
1993). Existem varias fun¢des relatadas para a molécula de NO, como a vasodilatacdo citada
anteriormente, a citotoxidade mediada por macrdfagos, a inibicdo da agregagdo plaquetéria, a
inducdo de vasodilatagdo do corpo cavernoso peniano, a atuagdo na regulacdo da pressdo
sanguinea, além de poder potencializar a transmissao sinaptica, dentre outras funcfes. Porém,
0 NO quando produzido a partir da iINOS, deixa de ser benéfico e passa a ser considerado um
marcador pré-inflamatério (KLINGER, KADOWITZ, 2017).

Prado et al., (2005, 2006b) demonstraram que a inibi¢do da producdo do NO piora a
inflamacg&o pulmonar, entretanto quando ocorre a inibi¢do especifica da isoforma induzida, hé
melhora da inflamagdo, do remodelamento e da hiperresponsividade em modelo de asma

experimental.

A origem das inflamagdes pulmonares também foi investigada a nivel dos horménios
sexuais, pela diferenca encontrada em individuos de géneros diferentes com as mesmas
patologias (DEBLEY; REDDING; CRITCHLOW, 2004; GUERRA et al., 2004).

Os horménios ovarianos sdo apontados na literatura como fatores de desempenho
duplo na inflamagdo pulmonar, podendo agir como pro-inflamatdrios ou anti-inflamatdrios
dependendo se o agente inflamatério for de origem alérgica ou nédo-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 produgdo da citocina IL-5, como observado por Lino-dos-Santos-
Franco, et al., (2013). Ja& o estradiol, apesar de ser apontado como potencializador da
inflamac&o, também é descrito desempenhando um papel protetor, em reacgdes inflamatorias
pulmonares de origem alérgica (LIGEIRO-DE-OLIVEIRA, et al., 2004). Dessa forma, o
entende-se que os hormdnios sexuais podem ter papel importe na inflamagdo pulmonar, ndo

podendo ser negligenciados no processo de elucidagéo.

Portanto, se faz necessario um controle anti-inflamatério, onde o sistema nervoso
autdnomo (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). AlteracOes nestes controles podem comprometer a resposta do organismo frente a
injuria e a resposta inflamatoria, prejudicando a capacidade do organismo em suprimir as
citocinas pro-inflamatérias. E fato que durante o envelhecimento um aumento inespecifico de
citocinas pré-inflamatdrias, principalmente TNF-o, IL-1 e IL-6, é observado, proporcionando
efeitos maléficos sobre a salde (SHARMA, HANANIA, SHIM, 2009).

2.3. Sistema Colinérgico Anti-Inflamatério (SCAI) e sua relagdo com Sistema
Respiratorio

O controle da produgdo de citocinas pelo sistema imune inato € um processo complexo

que depende, por exemplo, da interagdo da ACh com macrofagos. Esta via, denominada

sistema colinérgico anti-inflamatério (SCALI), é composta pelo nervo vago eferente que libera

0 neurotransmissor ACh e pelo receptor nuclear de ACh da classe nicotinica e subtipo a7

(a7nAChR), que em conjunto controlam o excesso de citocinas pré-inflamatérias (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, doencas
autoimunes, entre outras (PAVLOV; TRACEY, 2005).

A funcdo pulmonar é determinada pelo bom funcionamento do trato respiratorio
superior e do parénquima pulmonar. Em uma situacdo de acometimento de uma dessas areas
por patologias comuns na sociedade, como a asma, pneumonia, bronquite cronica ou enfisema
pulmonar, importantes respostas inflamatérias serdo iniciadas, decorrentes de multiplos
agentes pro-inflamatérios liberados (ANGELI et al., 2008; GANESAN et al., 2010;
KHURANA, 2013).

Essas respostas inflamat6rias acarretam, muitas vezes, mudangas na estrutura tanto de
vias aéreas proximais quanto de vias aéreas distais. Dentre as principais alteracdes estruturais
que ocorrem no pulmao estdo alteragdes da matriz extracelular como deposi¢do de colageno,
perda da elastancia pulmonar e aumento da secre¢do de muco (PRADO et al., 2005; PRADO
et al., 2011; ZHOU-SUCKOW, DUERR, HAGNER, 2017), que podem ocorrer em diversas
doengas.

Um dos maiores reguladores da funcdo pulmonar é a ACh, pois ela desempenha um
forte papel broncoconstritor e estimulador da secre¢do de muco, além de estar relacionada
com o remodelamento das vias aéreas e imunomodulagdo (KUMMER; LIPS; PFEIL, 2008).
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A ACh é um neurotransmissor com efeito bioldgico importante no Sistema Nervoso Central
(SNC), assim como no periférico e entérico. E sintetizada no citoplasma de neurdnios da via
colinérgica, através da reacdo da Colina com a Acetil coenzima A, catalisada pela enzima
Colina-Acetiltransferase (ChAT). Depois de produzida, a mesma é transportada até a sinapse
em vesiculas transportadoras de acetilcolina (VAChT) (ABREU-VILLACA; FILGUEIRAS;
MANHAES, 2011; ELWARY, 2006; KUMMER; KRASTEVA-CHRIST, 2014; VAROQUI;
ERICKSON, 1996), e a quantidade liberada de ACh ¢é dependente da presenca de VAChT
(LIMA et al., 2010) como ilustrado na figura 2.
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Figura 2. Sintese de Acetilcolina. llustragdo da sintese de ACh no citoplasma de neurdnio da via colinérgica,
através da reacdo da Colina com a Acetil coenzima A, catalisada pela enzima Colina-Acetiltransferase (ChAT).
Observa-se a vesicula transportadora de ACh (VAChT) responsavel por conduzir a mesma até a fenda sinéaptica,
a Acetilcolinesterase (AChE) que degrada a ACh em acetato e colina que sera transportada novamente para o
neurdnio pré-sindptico pelo transportador de alta afinidade de colina (CHT). Na imagem observamos também
que a reducdo de VAChHT esta intimamente associada a reducdo da liberacdo de ACh na fenda sinaptica.
(Adaptado de GWILT et al., 2007).

Uma vez liberada, a ACh pode ligar-se a dois tipos de receptores pos-sinapticos, 0s
receptores nicotinicos (NAChR) e os receptores muscarinicos (mMAChR). Os receptores

nicotinicos também podem ser encontrados nas membranas pré-sinépticas. A medida que a
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ACh é liberada e se liga aos seus receptores, ocorre também a hidrélise 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-sinaptica para a producdo de
nova ACh. O transportador de alta afinidade de colina (CHT) devolve a colina hidrolisada
para a célula pré-sindptica para que ocorra esse reaproveitamento (ABREU-VILLACA,
FILGUEIRAS, MANHAES, 2011).

No comeco do século, alguns artigos de revisdo mostraram que existia uma resposta
neural a inflamacdo local e sistémica, promovendo um efeito anti-inflamatério, no qual a
liberagdo da ACh era o principal fator para a diminuicdo da atividade de macrofagos e a
liberagdo de citocinas. Isso estava intimamente ligado também & acéo do nervo vago, onde a
estimulacdo elétrica e farmacoldgica do mesmo promovia efeitos anti-inflamatdrios
(TRACEY, 2002; PAVLOV; TRACEY, 2005). Desta forma, mostrou-se que a ACh era o
principal mediador da via colinérgia anti-inflamatéria (Figura 1).

O nervo vago é o principal responsavel pela liberagdo da ACh no pulméo. O nervo é o
décimo par craniano, e possui fibras aferentes sensitivas e eferentes motoras. Inerva todo o
pulmdo, estando mais presente nos bronquiolos terminais e alvéolos, e tem receptores
sensitivos a estimulos mecanicos, quimicos e biolégicos (FOX; BULL; GUZ, 1980). Todos
esses receptores podem receber sinais de ativacdo pro-inflamatdrios por citocinas, que sao
secretadas por macréfagos alveolares, neutréfilos e mondcitos. A estimulagdo desses
receptores pode ativar a liberacdo de ACh via sistema nervoso central, que pode estimular
células epiteliais e neuroenddcrinas a produzirem ACh, e esta teria efeito anti-inflamatério no
pulmédo (KUMMER; KRASTEVA-CHRIST, 2014; YANG et al., 2014).

O bago tem um importante papel na mediacdo da agdo anti-inflamatéria do nervo
vago. A ACh é liberada apds a a¢do do nervo vago nas terminagdes nervosas esplénicas, que
promove a liberacdo de noraepinefrina que ativa receptores 2 adrenérgicos nos linfocitos T
do bago. A acdo da ACh produzida por esses linfocitos T, que possuem a colina-
acetiltransferase, seria sobre o a7nAChR de macrdfagos do baco, suprimindo a ativacdo do
fator de transcricdo nuclear do tipo kB (NF-kB) (ROSAS-BALLINA et al., 2011; YANG,
2014). Corroborando estes resultados, Olofsson et al. (2012) estudaram ratos depletados de
a7nAChR, mostrando que o transplante de medula 6ssea de animais selvagens (WT) para

aqueles com deficiéncia de a7nAChR reduz a liberacdo de TNF-o ap6s a estimulagdo do
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nervo vago, demonstrando assim que a expressdao de a7nAChR na periferia, mas ndo a
neuronal, é necesséria para a integridade do reflexo anti-inflamatdrio (Figura 2).
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Figura 3. Sistema Colinérgico Anti-inflamatério - Reflexo inflamatério. Patdgenos, isquemia e outras formas
de lesdo que induzem a resposta inflamatéria resultam na liberacdo de citocinas pelas células do sistema
imunoldgico que séo detectadas pelo nervo vago aferente. Estas informacdes sdo transmitidas ao ndcleo do trato
solitario (NTS) e subsequentemente ao ndcleo motor dorsal (DMN), resultando em ativagdo do nervo vago
eferente — denominado via colinérgica anti-inflamatoria. A atividade do nervo vago eferente estimula a liberagdo
de acetilcolina que inibe a produgdo de citocinas por células do sistema imunolégico, provavelmente via ativagéo

de receptor nicotinico alfa 7 (a7nAchR) localizado principalmente em macréfagos, mas também em outras
células do sistema imunoldgico (Adaptado de JOHNSTON, WEBSTER, 2009).

Recentemente, Yang et al. (2014) propuseram em uma elegante revisdo que este
sistema anti-inflamatdrio possa controlar a inflamacdo pulmonar, uma vez que a ligacdo da

ACh ao a7nAChR impede a translocacdo do NF-kB, e portanto, a secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias.

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

como células epiteliais e do sistema imune, dessa forma, descrita como ACh ndo neuronal.
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Kummer & Krasteva-Christ (2014), mostraram que células epiteliais das vias aéreas utilizam
uma forma diferente de liberagcdo de ACh comparada com neur6nios. Segundo estes autores,
as celulas epiteliais utilizam transportadores OCT1 e OCT2 (Polyspecific organic cétion
transporters) que liberam ACh direto do citoplasma celular. Entretanto, a literatura ainda é
escassa neste sentido e outros autores demonstraram a presenca de VAChT no pulméo (LIPS
et al., 2007, PINHEIRO et al., 2015). Proskocil et al. (2004), detectaram a presenca 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 néo
neuronal pode ou n&o ser dependente de VAChT. E importante ressaltar que em outras células
ndo neuronais, como os cardiomidcitos, a liberacdo de ACh é VAChT dependente (ROY et
al., 2013).

Vaérios estudos tém demonstrado o efeito do sistema colinérgico anti-inflamatério em
situagdes patoldgicas de outros 6rgdos e no pulméo. Su, et al., (2007), mostraram que em
animais com lesdo pulmonar aguda induzida localmente, o estimulo vagal provocou um
aumento da expressdo de a7nAChR em macréfagos e neutrofilos e reduziu a atividade de NF-
kB, TNF-a ¢ MIP-2 no pulmdo. Quando realizada a vagotomia, a situacdo foi revertida,
indicando que uma via modulatéria de inflamagdo e imunidade pode estar presente entre o
pulméo e o sistema nervoso. Nosso grupo demonstrou recentemente que a utilizagdo do
agonista do receptor nicotinico alfa-7 reduziu a resposta inflamatoria pulmonar induzida por
LPS (Lipopolissacarideos) em camundongos (PINHEIRO et al., 2017).

Embora o papel do sistema colinérgico venha sendo estudado em diferentes modelos
de doenca pulmonar, poucos avaliaram o efeito deste sistema no controle da homeostasia
pulmonar. Demonstramos previamente, utilizando animais machos com deficiéncia
colinérgica por reducdo genética de VAChT que ocorre aumento da inflamagdo pulmonar,
com edema peribronquico e aumento de liberacéo de citocinas pro-inflamatorias associado ao
remodelamento bronquico e piora da funcéo pulmonar (PINHEIRO et al., 2015). A reducéo
de VAChAT induz ativagdo da via de NF-kB e reducdo da ativacdo de JAK2-STAT3-SOCS3,

uma via com potencial efeito anti-inflamatério.

Uma vez compreendido que com o avangar da idade os individuos ficam mais
susceptiveis a determinadas doencas, e que a resposta imune seja comprometida, o presente

estudo visa entender se a deficiéncia colinérgica em longo prazo modula a inflamagéo
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pulmonar, assim como ocorre em animais jovens. Estes resultados poderdo ajudar a entender

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

3.1. Objetivo Geral
Avaliar se a deficiéncia colinérgica em longo prazo modula a resposta inflamatoria

pulmonar em camundongos fémeas.

3.2. Objetivos Especificos
Avaliar se os animais VAChT-KD fémeas de 3 e 12 meses apresentam mudangas em
relacdo aos animais selvagens fémeas de idade correspondente quanto aos parametros de:
- Massa corporal e de érgaos relacionados ao sistema imune
- Teste de forga de agarre
- Células na medula 6ssea
- Resposta inflamatéria no pulméo
- Estresse oxidativo no pulmao
- Producdo de citocinas no bago

- Produgdo de estradiol sanguineo
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4. MATERIAISE METODO

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da UNIFESP e pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMUSP (Faculdade de Medicina da Universidade
de Sé&o Paulo) sob 0 n°138/15.

Nesta pesquisa experimental foram utilizados camundongos fémeas geneticamente
modificadas da linhagem B6;12956/SVEVTacxC57BL/6J ~VAChT™/Uni, desenvolvidas pelo
grupo do Prof. Marco Antonio M. Prado (PRADO et al., 2006a), e agora criados no Biotério
Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, sob nossa responsabilidade.
Os animais foram mantidos no Biotério do Laboratério de Terapéutica Experimental | da
FMUSP, onde receberam alimento e 4gua ad libitum, em ideais condigcdes de temperatura,

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

4.1.Genotipagem

Os animais foram mantidos em heterozigose e, quando necessario, animais
heterozigotos foram acasalados para gerar animais homozigotos. Os animais foram
submetidos a genotipagem de acordo com descrigdo feita por Prado et al. (2006a), no Biotério
Central da FMUSP, onde esta técnica ja esta padronizada.

4.2.Grupos Experimentais

Os grupos experimentais foram estabelecidos conforme descri¢do na tabela 1.

Tabela 1 — Grupos Experimentais.

GRUPOS GENOTIPAGEM IDADE n AMOSTRAL
WT-3m Selvagem 3 meses 5a10
VAChT-KD-3m Mutante 3 meses 5a10
WT-12m Selvagem 12 meses 5a6
VAChT-KD-12m Mutante 12 meses 5a10

Tabela 1: Demonstracdo 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

[ [F1] Comentario: Isso ja falou

analises futuras.
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4.3. Teste de Forga de Agarre

Inicialmente nos dias das eutanasias realizamos o teste de forca 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
0 mesmo ndo 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 padrdo de 60s.
4.4, Coleta e Analise de Sangue Periférico

Os animais foram anestesiados com tiopental (80mg/Kg), onde sob efeito do
anestésico, foi coletado, através da veia cava, 0 sangue desses animais e em seguida foram
eutanasiados por exsanguinacdo, com a seccdo da veia cava. O sangue foi armazenado para
posterior analise de estradiol através do método de ELISA.

4.4.1. Dosagem de Estradiol Plasmatico

Os niveis de estradiol no plasma foram detectados pelo método de ELISA através do
Kit para detec¢do de estradiol da Cayman Chemical (Item N° 582251; Ann Arbor, MI, USA)
segundo as recomendacBes do fabricante. Foram adicionados 100ul de ELISA Buffer nos
pocos de ligacdo inespecifica e 50ul para os pogos de ligagdo maxima. Ap0s a preparagdo da
curva padrdo com a solucéo Estradiol Standard em diluicdo seriada, foram adicionados 50ul
nos 8 pogos em duplicata identificados de S1 a S8. As amostras foram adicionadas em volume
de 50ul em cada poco. Preparamos o Estradiol AChE Tracer para 0s pocos de atividade total
e brancos, sendo 50pul por pogo. Por fim, foram adicionados 50ul de ELISA Antiserum em
todos 0s pogos com excecdo do branco, atividade total, ligacdo inespecifica. A placa foi
coberta com a fita adesiva fornecida e entdo incubada durante 1 hora a temperatura ambiente
em um agitador orbital. Iniciou-se a sequéncia de aspiragdo e lavagem (com tampdo wash
buffer) dos pocgos, repetindo um total de cinco lavagens. Depois foi adicionado 200uL de
Ellmans Reagent a cada pogo e adicionado 5ul do marcador para os pogos de atividade total.
Recobertos com a fita adesiva, permaneceram incubados por cerca de 60 minutos protegidos
da luz. Apds esse periodo determinou-se os valores finais de absorbancia através da densidade

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

Padronizamos o osso fémur 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 4°C, por 20 min. O botéo celular foi ressuspendido em
200uL de salina e foram contadas as células totais na medula através da microscopia 6ptica com

0 hemocitdmetro de Neubauer (400x).
4.6.Coleta e Analise do Lavado Broncoalveolar (LBA)

O LBA foi coletado depois de realizada uma traqueostomia com auxilio de uma canula
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 4°C, por 20 min. O botdo celular foi
ressuspendido em 300uL de salina. A contagem total de células foi realizada por microscopia
Optica com auxilio do hemocitdmetro de Neubauer (400x) (PINHEIRO et al., 2015). O
sobrenadante foi congelado e armazenado em biofreezer a -80°C para posterior dosagem de
proteinas.

Para a contagem diferencial, 100uL do botdo celular ressuspendido do LBA foram
citocentrifugados (Cytospin-3, Shandon Instruments, Sewickley, USA) a 450rpm (rota¢Ges
por minuto) por 6 minutos e ap6s seca, a lamina 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 leucdcitos/lamina e a diferenciacéo seguiu
os critérios hemocitologicos para diferenciagdo de neutrdfilos, eosinéfilos, linfcitos e

macréfagos com o auxilio de um microscopio Optico com objetiva de imerséo (1000X).
4.6.1. Anélise de Citocinas no LBA

A determinacéo das citocinas pré-inflamatérias TNF-o, IL-6, IL-8 e IL-1p 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
instrucdes determinadas pelo fabricante. As amostras foram testadas em duplicata e uma curva
padrdo realizada em cada placa.

Neste método foram utilizadas placas de 96 pogos, sensibilizadas com os correspondentes
anticorpos de captura, onde foram deixadas com o mesmo por um periodo overnigth. No dia
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seguinte foi desprezada a solucdo contendo o anticorpo e as placas lavadas por trés vezes com
150uL de solucdo Wash Buffer.

Apl6s as placas estarem totalmente secas, foi realizada a etapa de bloqueio
adicionando150puL do reagente diluente e deixando por uma hora em local escuro. Foram
realizadas novas lavagens e posteriormente, adicionadas as placas 50pl de amostras ou de curva
padronizada e entdo deixadas por um periodo de 2 horas (h) no agitador magnético em
temperatura ambiente.

Novamente as placas foram lavadas e secas, e realizou-se a etapa de incubacdo com os
respectivos anticorpos de deteccdo por um novo periodo de 2h no agitador magnético em
temperatura ambiente. Apos este periodo, as placas foram devidamente lavadas e secas e
receberam 50uL de Streptoavidina seguidas de um periodo de descanso por 20 minutos em local
escuro. Apos este periodo repetiu-se novamente a lavagem e secagem das placas que entdo
receberam 100pL de tetrametilbenzidina (TMB) um reagente para revelagdo, sendo deixadas

descansando em ambiente escuro pelo periodo de 20 minutos.

Para o término da reacdo TMB/Peroxidase foi adicionado 25uL de TMB Stop Solution
(1,AmL de Acido Sulfurico em 18,9mL de 4gua 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 Orgdos Linféides (Timo e Bago)

No dia da eutanasia coletamos o timo e o bago que foram imediatamente pesados para
determinar sua massa em gramas (g) e posteriormente congelados e armazenados em biofreezer
a-80°C.

4.7.1. Andlise de Citocinas no Bago

Assim como na determinagdo das citocinas no LBA, seguimos o mesmo protocolo para
quantificacdo das citocinas no bago, mas primeiramente, foi realizada a sua homogeneizacdo

para extracao de proteinas e quantificacdo de proteina total.

O processo de homogeneizacdo consistiu em adicionar 0 baco que estava conservado
congelado no freezer a -80°C a 1mL de tampéao (2mM Trisma (pH 7,5), 150mM NaCl, NP40 -
2%, 1mM EDTA (pH 8,0), Glicerol 10%, 20mM fluoreto de sédio, 30mM pirofosfato de sodio
tetra hidratado, SDS 0,2%, Deoxicolato de sédio 0,5%, 1mM ortovanadato de sédio, 5uM
Aprotinina, 1uM Parametil Sulfonilfluoreto e &gua deionizada). Ap6s a homogeneizacgéo, a
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amostra ficou em decantagdo, em seguida, foi adicionado ao sobrenadante 100uL de Triton-X a
10%, e entdo foi incubada por 30 minutos no gelo e, posteriormente centrifugada a 12.000g a
4°C por 15 min. Ap6s a centrifugagdo, o sobrenadante foi condicionado em novo tubo eppendorf
identificado e uma parte do mesmo utilizada para determinagéo do contetido proteico total por
espectrofotometria com reagente Bradford (Biorad, CA, USA). Nessa quantificacdo de proteina
total, as amostras do homogenato do baco foram diluidas na proporgdo 1:50 em &gua destilada, e
pipetadas (5ul/poco) em placas de 96 pogos com Bradford (250pl/pogo). Foi realizada uma
curva padrdo de albumina de soro bovino (BSA) nas concentragdes de 0,2; 0,4; 0,6, 0,8 e
Img/mL. Ap6s a pipetagem as placas foram mantidas no escuro por 10 minutos, e a leitura foi
realizada por um espectrofotdmetro (Epoch R BioTek) pelo programa GEN 5.1.1.1 com leitura
em densidade 6ptica de 595nm.

A dosagem das citocinas TNF-a,, 1L-1p, IL-6, IL-8 e IL-10 no homogenato do baco, foi
realizada e capturada pelo método de ELISA. Foram utilizados kits da R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA) e os ensaios foram feitos conforme instru¢fes determinadas pelo

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

Neste método foram utilizadas microplacas de 96 pocos, sensibilizadas com os
correspondentes anticorpos de captura, onde foram deixadas com o mesmo por um periodo
overnigth. No dia seguinte foi desprezada a solu¢éo contendo o anticorpo e as placas lavadas por

trés vezes com 150pL de solucdo Wash Buffer cada.

Apos as placas estarem totalmente secas, foi realizada a etapa de bloqueio adicionando
150uL do reagente diluente e deixando por uma hora em local escuro. Foram realizadas novas
lavagens e posteriormente, adicionadas as placas 50ul de amostras e a mesma quantidade de
curva padronizada de BSA e entdo deixadas por um periodo de 2h no agitador magnético em

temperatura ambiente.

Novamente as placas foram lavadas e secas, e realizou-se a etapa de incubacdo com os
respectivos anticorpos de deteccdo por um novo periodo de 2h no agitador orbital em
temperatura ambiente. Apds este periodo, as placas foram devidamente lavadas e secas (como
nas etapas anteriores) e receberam 50pL de Streptoavidina seguidas de um periodo de descanso
por 20 minutos protegidas da luz. Ap6s este periodo repetiu-se novamente a lavagem e secagem
das placas que entdo receberam 100uL de reagente para revelagdo TMB sendo deixadas

descansando protegidas da luz pelo periodo de 20 minutos.
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Para o termino da reacdo TMB/Peroxidase foi adicionado 25pL de TMB Stop Solution
(1,AmL de Acido Sulfurico em 18,9mL de agua 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 Andlise do Pulméo
Apos a coleta do LBA, a caixa toracica foi aberta e os pulmdes retirados em monobloco
coragdo-pulmdo. O pulmao esquerdo foi fixado em solucéo de formaldeido a 10% por 24 horas e
posteriormente transferido para uma solugdo de etanol 70% (LOPES, et al., 2009) para

posteriormente ser submetido as técnicas de histologia e imunohistoquimica.

O pulmado direito foi congelado e armazenado em biofreezer a -80°C para analises futuras

de proteinas.
4.8.1. Estudo Morfométrico

O pulméo esquerdo padronizado para histologia e imunohistoquimica foi entdo
submetido as técnicas histoldgicas habituais com parafina, para obtencéo de cortes de 5um de
espessura que foram submetidos a seguinte coloracdo (DOLHNIKOFF, MAUAD, LUDWIG,
1999):

— Coloragao de Picro-Sirius (Direct Red 80, Cl 35780, Aldrich, Milwaukee, WI,
EUA): Utilizada para a contagem de fibras colagenas da parede das vias aéreas e
do tecido pulmonar. Para essa detecgdo os cortes foram desparafinados, lavados
em agua, e posteriormente foram corados segundo as instrugdes do fabricante
(EasyPath®©). Depois da etapa de coloracdo, as imagens foram capturadas em
aumento de 400x, por uma camera modelo DFC420 (Leica, Wetzlar, Alemanha)
acoplada em um microscopio trinocular DM2500 (Leica), e enviadas ao
computador para entdo processarmos através do programa Qwin Plus (Leica). Um
filtro de cores foi aplicado em todas as leituras de todos 0s grupos experimentais
em sequéncia a captura das imagens. Determinou-se entdo a area da parece das
vias aéreas e seus resultados foram expressos em porcentagem de area de fibras
positivas em relagdo a area total da parede da via aérea. A quantificacéo das fibras
colagenas pulmonares foi realizada através do analisador de imagens (Image
ProPlus 4.5.029, Cibernética Media, Inc., Bethesda, MD), onde a medida de
densidade dptica é 0 método empregado para deteccao 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 pulmdes direitos foram
tratadas com nitrato redutase (1,6U/ml) para reducdo de nitratos a nitritos. Utilizamos o
método de Griess baseado na descricdo de Wu et al., (2007) para determinar a concentragéo
total de nitritos, consistindo de acondicionamento de 50uL do homogenato pulmonar em
microplacas de 96 pocos, junto a 50uL da solugdo concentrada de fosfato dinucleotideo de
adenina e nicotinamida - NADPH (8mM), flavina adenina dinucleotideo - FAD (400uM) e
nitrato redutase (50uM/ml), deixando incubar por 1 hora na estufa a 37°C. Ap6s foi
adicionado piruvato (900mM) e lactato desidrogenase - LDH (13,5U/ml) que permaneceu por
30 minutos na estufa a 37°C e entdo adicionou-se reagente de Griess (sulfanilamida a 2% +
naftiletilamida & 0,2% em solugdo H3PO4 & 5%). Apds 10 minutos novamente em estufa a
37°C, foi realizada a leitura através de um leitor de ELISA (Bio-Tek Instr., EUA), com
densidade optica de 550nm, obtendo-se os niveis de nitritos e nitratos expressos em UM a
partir de uma curva padréo (0,5-2001M) de nitrito de sodio - NaNO, igualmente submetida ao
processo de reducdo de nitratos.

4.9. Esfregaco Vaginal e Coleta do Utero

Foi realizada a técnica de esfregaco vaginal onde foram instilados 10ul de solugdo
salina e imediatamente coletados via canal vaginal, e em seguida foram analisados em
microscopio optico com aumento de 400x.

Apbs a coleta do Utero foi realizada a pesagem do mesmo para determinar sua massa
em gramas e posteriormente 0 mesmo foi congelado e armazenado em biofreezer a menos
80°C.

4.10. Forma de Analise dos Resultados

Os resultados obtidos até o momento foram analisados estatisticamente utilizando o
programa SigmaStat (Jandel Scientific, San Rafael, CA) e analise de variancia dois fatores
(Two-Way ANOVA), sendo um fator a genotipagem e outro a idade dos animais, seguidos de
teste de comparagdes maltiplas Student-Newman-Keuls. Foi considerado estatisticamente

significativo um P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Teste de Forcga de Agarre

Observamos ao fazer o teste de forca de agarre que animais selvagens (WT-3m:
44,97+3,78; WT-12m: 26,00+3,58 segundos) apresentam maior tempo de sustentacdo em
relacdo aos VAChT-KD (KD-3m: 4,90+3,58; KD-12m: 2,08+3,78 segundos, P<0,001 para
ambas as comparagdes), 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 reducdo do tempo de agarre em relagdo aos de 3 meses (WT-12m x WT-3m)
(P<0,001). Essa diferenga ndo ocorre nos animais mutantes. Os dados estdo apresentados na
Figura 4.
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Figura 4: Teste de Forca de Agarre dos Camundongos Fémeas.
Os animais foram submetidos a este teste no dia da eutanasia. Para
tanto foram colocados sobre uma grade que foi invertida e o tempo
de sustentagdo 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 redugdo no tempo de sustentagdo em
relagéo 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 reducdo de massa corporal em relacéo

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

apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Massa Corporal dos Camundongos Fémeas. Os
animais foram pesados no dia da eutanasia. Nota-se que animais
KD-3m e KD-12m apresentam menor massa corporal em relagédo
aos seus respectivos controles selvagens. Ainda, todos os animais
com 12 meses apresentam aumento de massa corporal em relagdo
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 Ossea

Na Figura 6 estdo os valores de células totais na medula 6ssea de animais mutantes e
selvagens com 3 e 12 meses. Observa-se que animais KD-3m tiveram reducdo do nimero de
células na medula 6ssea (181,43+56,00) em relagdo aos animais WT-3m (348,61+49,39)

(P<0,05). Aos 12 meses, nao ha diferenga entre os grupos.
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Figura 6. Células Totais na Medula Ossea dos Camundongos
Fémeas. Foram quantificadas as células totais no lavado de
medula 6ssea de camundongos fémeas com 3 e 12 meses de idade.
Observamos que ha reducéo da producéo de células na medula dos
animais mutante com 3 meses. *P<0,05 em relacéo 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“células/mL de LBA) apresentaram maior n(imero
de células totais em relagdo aos animais selvagens de mesma idade (WT-3m) (2,64+0,73
10%células/mL de LBA) (P<0,05). Este efeito ndo foi observado aos 12 meses. Ainda os
animais KD-12m (2,22+0,78) apresentam valores de células totais menores em relagdo aos
animais KD de 3 meses (P<0,05).

Ja na contagem diferencial das células do LBA, os animais mantiveram o mesmo padréo
correspondente ao nimero total de células, como pode ser observado na Figura 8. Os animais
KD-3m apresentam aumento de todos os tipos celulares recuperados no LBA [(macrofagos:
4,3610,65), (linfdcitos: 0,31+0,07), (eosinofilos: 0,10+0,02) e (neutrdfilos: 0,13+0,03)] em
relagcdo aos WT-3m [(macrofagos: 2,96+0,74), (linfocitos:0,11+0,07), (eosindfilos: 0,0 £0,02) e
(neutréfilos: 0,06+0,03)], entretanto sd houve diferenca significativa para o ndmero de
eosindfilos entre esses dois grupos (P<0,05). Com 12 meses, ndo ha mais diferenca entre animais
WT e KD em relagéo aos tipos celulares obtidos no LBA. Os KD-12m apresentam redugéo no
nimero de macréfagos (2,03+0,74) e eosindfilos (0,02+0,02) em relagdo aos KD-3m (P<0,05).
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Figura 7. Valores de Células Totais no LBA dos
Camundongos Fémeas. As células totais foram quantificadas no
LBA. *P<0,05 comparado aos demais grupos. N = 7-10 animais
por grupo.

1,0 4
058 4

06

*

) mm [

0,2 4

Macréfagos no LBA x 10+mL
-
—
Linfécitos no LBA x 10%/mL

WT-3m KD-3m WT-12m  KD-12m WT-3m KD-3m WT-12m  KD-12m
0,30 c 0,5 7 D

E E
0,25 E

< <« 041
e 2
; 0,20 4 :

03 1
o *k o
© 0,15 4 °
c €

2 I 2 024
= 0,10 4 =
2 $
] =
Q
[} =z

%*

Sl B

WT-3m KD-3m WT-12m  KD-12m WT-3m KD-3m WT-12m KD-12m

0,05 4

Figura 8. Contagem Diferencial de Células no LBA dos Camundongos Fémeas. Foram avaliados o
nimero de macréfagos (A), linfécitos (B), eosindfilos (C) e neutréfilos (D) no LBA de animais com 3 e 12
meses. *P<0,05 comparado ao grupo KD-3m; **P<0,05 comparado ao grupo WT-3m. N=7-9 por grupo.
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5.4.1. Citocinas no Lavado Broncoalveolar (LBA)

Na Figura 9 podemos verificar os valores das citocinas TNFa (painel A), IL-13 (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 [(TNFa: 532,20+57,54), (IL-1B: 334,81+26,35), (IL-6:
471,28+42,99), (I1L-8: 401,58+36,18)] apresenta aumento nos niveis destas em relagdo ao WT-
3m [(TNFo: 275,19+60,65), (IL-1B: 169,82+24,84), (IL-6: 264,50+42,99), (IL-8:
253,30+36,18), P<0,01 para todas as comparagdes] e em relagdo aos animais KD-12m [(TNFa:
182,31457,54), (IL-1B: 202,82+23,57), (IL-6: 214,55+42,99), (IL-8: 180,11+36,18) (P<0,01

para todas as comparacoes).
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Figura 9: Citocinas no LBA dos Camundongos Fémeas. Niveis de citocinas TNF-a (A), IL-1p (B), IL-6
(C), IL-8 (KC, homéloga) (D) detectadas por ELISA no LBA em animais mutante e selvagens com 3 ou 12
meses. *p<0,01 em relagdo aos demais grupos. N=5-10 animais por grupo para TNF-o. e N=6-10 para as
demais citocinas.

5.5. Estudo Morfométrico



39

Avaliamos a deposicéo de colageno no parénquima pulmonar, pois é um dos parametros
utilizados para observar se houve remodelamento pulmonar em consequéncia de inflamagéo. 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 colageno
em relagdo ao grupo selvagem de 3 meses. Além disso, o grupo KD-12m (4,91+1,92 — P<0,05)
apresentou menor deposicéo de coldgeno em comparagéo com o selvagem de mesma idade.
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Figura 10: Remodelamento do Parénquima Pulmonar. No gréfico (A) observamos um aumento de fibras
colagenas no grupo KD-3m em comparagédo ao grupo selvagem de mesma idade. *p<0,05 em relagdo ao grupo
WT-3m. **p<0,05 em relagdo ao grupo WT-12m. N=4-6 animais por grupo. Fotomicrografias representativas
das fibras colagenas no parénquima pulmonar dos animais WT-3m (B), KD-3m (C), WT-12m (D) e KD-12m (E)
através de programa analisador de imagens.
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5.6. Massa de Orgéos Linféides

Foram analisados também a massa do baco e timo em relacdo 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 redugdo do timo em relagdo aos selvagens de 3m [(WT-3m:
0,26+0,03%), P<0,05]. Esta diferenca ndo é observada nos animais mutantes [(KD-12m:
0,19+0,03%); (KD-3m: 0,21+0,03%)]. Em relagcdo ao peso do bacgo, ndo houve diferenga
estatistica 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%)].
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Figura 11. Massa de Orgdos Linfoides dos Camundongos Fémeas. Massa do timo (A) e bago (B) em
relagdo a massa corporal (%) de fémeas 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 Bago
Verificamos, nos quatro grupos estudados, os niveis das citocinas presentes no
homogenato do baco (figura 12) onde o painel A representa os niveis de TNFa, painel B os
niveis de IL-1B, painel C os niveis de IL-6, no painel D os niveis de IL-8, e no painel E os niveis
de IL-10. Novamente observa-se que para todas as citocinas, o grupo KD-3m [(TNFa:
156,21+49,69), (IL-1B: 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 niveis destas em relacdo ao WT-3m [(TNFa.: 64,40+14,57),
(IL-1B: 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 comparacdes] e em relagdo aos animais KD-12m [(TNFa: 37,50+7,19), (IL-1B:
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 comparacdes].
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Figura 12: Citocinas no Homogenato do Bago dos Camundongos Fémeas. Niveis de citocinas TNF-a
(A), IL-1B (B), IL-6 (C), IL-8 (KC, homologa) (D), IL-10 (E) detectadas por ELISA no homogenato do bago
em animais mutante e selvagens com 3 ou 12 meses. *p<0,05 em relacdo aos demais grupos. N=5-10 animais
por grupo para TNF-a e N=6-10 para as demais citocinas.
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5.7.Dosagem de Nitritos e Nitratos no Homogenato Pulmonar

A avaliacdo dos niveis de NO, 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 0s niveis mais
altos quando comparado ao grupo WT-3m (0,59+0,11) e o grupo KD-12m (1,02+0,26) apresenta
reducdo dos niveis de nitritos e nitratos quando comparado ao KD-3m.

*%

Nitritos e nitratos (pg/mg) no pulmao

14
0 - -

WT-3m KD-3m WT-12m KD-12m

Figura 13: Niveis de Nitritos e Nitratos no Homogenato
Pulmonar. Niveis 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 relagdo ao grupo selvagem de 3
meses. **p<0,001 em relagdo ao grupo mutante de 3 meses. N=5-7

animais por grupo.

5.8. Ciclo Estral, Massa do Utero e Dosagem de Estradiol Sanguineo

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 reducdo da
massa do Utero (% da massa corporal) em comparagdo aos animais de 3 meses [(WT-3m:
0,52+0,06%), (KD-3m: 0,46+0,07%), P<0,05].

A partir do plasma sanguineo verificamos os niveis de estradiol nos quatro grupos
estudados, [figura 14 (B)] onde ndo conseguimos observar diferencas estatisticas 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 Utero e Niveis de Estradiol Plasmatico. Observa-se a massa do Gtero (A) em relagio
a massa corporal (%) de fémeas com 3 e 12 meses. Nota-se que a massa do Utero esta reduzida aos 12 meses.
*P<0,05 comparado ao grupo de mesma genotipagem com 3 meses. Os niveis de estradiol (B) no plasma
sanguineo em animais mutante e selvagens com 3 ou 12 meses ndo demonstram alteracOes significativas
estatisticamente. N=5-10 animais por grupo.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou animais com deficiéncia colinérgica por reducdo de VAChT
ao longo do tempo, com 3 meses e 12 meses. Demonstramos que a redug¢do colinérgica em 3
meses apresenta aumento da resposta inflamatdria pulmonar, com aumento no ndmero de
células inflamatérias no lavado broncoalveolar e aumento de citocinas no pulmé&o e no baco.
Interessante que aos 12 meses, estes animais apresentam-se similares aos selvagens com a
mesma idade.

O sistema colinérgico anti-inflamatério e seus componentes periféricos como o
receptor nicotinico alfa-7 tém se demonstrado importantes no controle da resposta
inflamat6ria pulmonar, tanto em situa¢fes basais (PINHEIRO et al., 2015) quanto em
situacdes patoldgicas (SU et al., 2007, PINHEIRO et al., 2017). Os niveis de VAChT estéo
relacionados diretamente com a reducdo da liberacdo da ACh tanto neuronal quanto néao
neuronal, tornando assim o modelo da linhagem de reducdo de VAChT uma importante
ferramenta para o estudo dos efeitos do sistema colinérgico anti-inflamatério em diversos
sistemas (PRADO, et al., 2006a).

Observamos inicialmente que os animais VAChT apresentam reducdo na forca
muscular, testada pelo teste de forga de agarre (Wire Hang Test), tanto com 3 quanto com 12
meses, 0 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 deficiéncia colinérgica apresentam também
reducdo no tempo de sustentacdo, o que evidencia a perda de forga devido a idade.
Corroborando com esses dados, Ferraro et al. (2016) demonstraram que um dos fatores que
contribui para a diminuicdo da for¢ca muscular com a idade é o aumento da expressdo de
fatores pré-inflamatorios e de espécies reativas de oxigénio no mdsculo esquelético, que
favorecem a degradacédo de proteinas com consequente perda de motoneurdnios e apoptose.
Sendo assim, esta é uma justificativa plausivel para os achados nesse estudo.

Ainda a fim de confirmar as alterag@es sistémicas induzidas pela reducéo de VACHT,
observamos que animais mutantes apresentam redugdo da massa corpdrea, que também ja foi
demonstrada em outros estudos (PINHEIRO et al., 2015). Aos 12 meses, embora a massa
corporal tenha aumentado em relacdo aos animais jovens, 0s mutantes permanecem com
menor massa corpérea em relagdo aos selvagens. Em conjunto com a redugdo no teste de

forga, a reducéo do peso confirma o fenétipo destes animais.
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Os animais mutantes produzem menos células medulares em relagdo aos respectivos
selvagens aos 3 meses. Essa diferenca ndo foi observada aos 12 meses. Pritz, Weinberger,
Grubeck-Loebenstein (2014), revisando o efeito da senilidade na resposta imunoldgica,
embasaram que ha redugdo de células totais medulares com o envelhecimento, fato que
justifica inclusive o déficit imunol6gico caracteristico na senilidade de forma geral.
Entretanto, aos 12 meses ndo observamos estes achados em animais mutantes. Provavelmente
estudos com animais com maior idade poderiam demonstrar esta resposta. Interessante, que a
reducdo da producédo de células medulares aos 3 meses em animais VAChHT, pode explicar o
déficit imunologico causado pela deficiéncia 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, s6 houve diferenca significativa para o nimero de eosinofilos. Houve ainda aumento de
TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-8 (KC), que sdo citocinas pro-inflamatorias, no LBA dos animais
KD-3m, sugerindo processo inflamatdrio pulmonar. Estes achados corroboram aqueles
obtidos por Pinheiro et al., (2015), que observaram aumento da resposta inflamatéria em
machos jovens mutantes para VAChT.

Os animais KD-12m apresentam redugdo de células do LBA e de citocinas em relagéo
aos de 3 meses, e valores semelhantes aos selvagens de 12 meses. Shaw et al., (2010) relatam
em revisdo sobre envelhecimento e sistema imune que algumas respostas da imunidade inata
estdo diminuidas com o envelhecimento. Toapanta e Ross (2009) demonstraram que, ao
mesmo tempo em que a producdo de substancias prd-inflamatorias como IL-12 e MCP-1
(Proteina quimioatratora de mondcitos-1) estava diminuida no pulmdo de animais idosos
submetidos a infeccéo viral, outras, como a IL-6, citocina altamente produzida por linfocitos,
0 TNF-a e a IL-10 estavam aumentadas. Em nosso estudo as citocinas no LBA reduziram ao
longo dos 12 meses, mostrando a diminui¢do do quadro inflamatério inicial, o que favorece a
funcdo pulmonar, pois sem os sinais inflamatorios caracteristicos, diminui a presenca de
citocinas pré-inflamatorias e de fatores pro-fibroticos que consequentemente prejudicam a
fungdo desse 6rgdo (COLARUSSO et al., 2017).

Pelo fato da literatura relatar aumento do estresse oxidativo em inflamagdo pulmonar
(RAHMAN, ADCOCK, 2006), avaliamos os niveis de dxido nitrico no tecido através dos
seus subprodutos NO, e NOs. Observamos que, aos 3 meses em animais mutantes, houve um
aumento dos niveis de nitrito/nitrato no pulméo. O trabalho de Asano et al., (1994) em células
in vitro, observou que existe um papel importante das citocinas na inducdo de NOS, onde
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IFN-y (interferon gama), IL-1p e TNF-a conseguiam a indu¢do maxima de NOS, pois com a
eliminagdo destas citocinas, diminuiu a indugdo dos genes de iINOS, esses dados explicariam
0 aumento dos niveis de NO, e NO3 encontrados no tecido pulmonar dos animais KD-3m.

Aos 12 meses, 0s niveis de nitrito e nitrato em animais mutantes voltou a valores basais.
Uma hipétese poderia se 0 aumento da isoforma constituiva de NOS, que teria um papel protetor
(MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991) ou ainda uma inibicdo da iNOS ao longo do tempo.
Embora esta seja uma hipotese plausivel, ndo avaliamos no presente projeto as isoformas de
NOS.

Uma vez que o estresse oxidativo e os demais sinais inflamatorios teciduais levam a
alteragBes da deposicdo de colageno (MASSA et al.,, 2017; PRADO et al., 2006b), foi
quantificada esta proteina no pulmdo dos grupos estudados, o que pode caracterizar o
remodelamento pulmonar, que consiste em alteragdes histologicas do parénquima e/ou vias
aéreas, dificultando a expansibilidade natural deste 6rgdo (HUANG, 2007a). Portanto, quanto
as fibras colagenas no pulmédo, observamos em nosso estudo um aumento das mesmas no
grupo KD-3m, caracteristica observada em quadros inflamatérios como defesa do organismo,
dado esse que justifica-se pela inflamacdo pulmonar observada nos animais KD-3m com
aumento do nimero de macréfagos, células que, segundo Chetta (1997), sdo potentes
liberadores de mediadores pro-fibroticos, resultando no aumento das fibras colagenas.
Observamos também o aumento dessas fibras no grupo WT-12m que demonstra resposta
pulmonar caracteristica 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 inflamacdo pulmonar e aumento das fibras colagenas; e concordando também
com os estudos de Huang et al., que demonstraram aumento das fibras colagenas no
envelhecimento pulmonar (HUANG et al., 2007a) e também correlacionando ao
desenvolvimento de fibrose pulmonar (HUANG et al., 2007b).

Considerando que ndo existem outros estudos que tenham avaliado alteragdo em
fémeas desta linhagem, optamos por analisar a massa de alguns érgaos relacionados ao
sistema imunoldgico, como o timo e o bago assim como a produgdo de citocinas pelo bago.

Sabe-se que o0 timo apresenta involu¢do com a idade (PANGRAZZI, et al. 2016).
Interessante que nossos animais selvagens com 12 meses apresentaram redugdo do timo,
entretanto, isso ndo foi observado em animais mutantes, que ja partiram mesmo aos 3 meses

com tendéncia de redugdo da massa do timo. Uma hip6tese é que a redugéo do timo destes
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animais ja aos 3 meses, possa explicar a deficiéncia imunoldgica e a maior susceptibilidade as
infecgdes que a deficiéncia colinérgica induz (LEITE et al., 2016).

Pelo fato de alguns estudos ja revelarem o papel do baco na mediacdo da atividade
anti-inflamatéria do nervo vago (HUSTON et al., 2006; ROSAS-BALLINA et al., 2008),
componente importante do SCAI, verificamos a massa e as citocinas desse 6rgdo, onde néo
observamos diferenga estatisticamente significativa na massa do bago dos grupos estudados,
dado que difere dos obtidos por Loukov et al., (2016) que constataram esplenomegalia em
animais idosos com 18 meses, e atribuiram tal fato aos baixos niveis constantes de inflamagao
caracteristicos do envelhecimento (FRANCESCHI et al., 2007; PUCHTA et al., 2016) que
estimulam excessivamente esse 6rgédo, resultando no aumento de sua massa. A diferenca na
idade dos animais senis estudados pode explicar tais discrepancias. Ja com relagdo a produgdo
de citocinas nesse 6rgdo, o grupo KD-3m diferindo-se dos demais grupos, demonstrou
aumento na produgdo de TNF-a, IL-1B e IL-8, 0 que corrobora os achados no pulméo, e
demonstra também a importancia do bago no controle anti-inflamatério, como visto por
Huston et al., (2006) quando verificaram que animais esplenectomizados ao receberem
estimulo elétrico no nervo vago, ndo eram capazes de diminuir a producdo de TNF-a.

Na tentativa de achar resposta as alteracdes pelo componente hormonal, avaliamos a
massa do Utero e os niveis de estradiol plasmatico. Animais com 12 meses, tanto selvagens
quanto mutantes, apresentam reducdo da massa do Utero, sugerindo déficit dos niveis
hormonais femininos. Neste sentido, o fato de que entre 10 a 12 meses o ciclo estral comeca a
ser irregular em camundongos fémeas (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 niveis de estradiol decrescem abruptamente
um dia apds a retirada dos ovarios e a massa do Utero acompanha esse decréscimo, porém
mais lentamente, indicando a relagéo entre a presenca de estradiol e a massa uterina. Porém,
ao avaliarmos a dosagem de estradiol plasmatico, ndo observamos reduges significativas
desses niveis nos grupos de 12 meses em relagdo aos de 3 meses, embora a massa do Utero
dos animais de 12 meses tenha diminuido. Alguns autores ao estudar sobre camundongos
fémeas idosas consideram a idade acima de 18 meses como referéncia a um animal idoso,
sendo, portanto, uma explicagdo para o fato de ndo termos observado essa alteragdo 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
inflamacdo pulmonar em animais jovens. Embora os animais com deficiéncia de VAChT
mantenham o fen6tipo a longo prazo, a inflamag&o e o estresse oxidativo no pulméo parece
ser controlada ao longo do tempo. Os exatos mecanismos desta adaptacdo ainda ndo foram
totalmente elucidados, mas parece ndo haver relagdo com os niveis de estrogeno. Certamente
estudo com animais mais velhos de 18 a 24 meses serdo necessarios para elucidar o papel do

sistema colinérgico anti-inflamatorio nas alteragdes pulmonares em animais idosos.
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7. CONCLUSAO

Mostramos nesse estudo que animais fémeas de 3 meses de idade com deficiéncia de
VACHhT apresentam, sem estimulo nocivo, clara resposta inflamatéria com aumento de
células, citocinas e de nitritos/nitratos no pulmao, aumento de citocinas no bago, reducéo de
células na medula éssea, além de remodelamento pulmonar, mostrando o importante papel do
sistema colinérgico anti-inflamatorio na homeostasia do organismo.

Aos 12 meses, esses animais reduzem esse quadro inflamatorio inicial, apresentando
respostas pulmonares e sistémicas semelhantes aos selvagens de mesma idade. Embora nédo
tenhamos conseguindo identificar os exatos mecanismos desta adaptacdo parece nao haver
relacdo com os niveis de estrogeno.

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

controle em processos inflamat6rios em animais jovens fémeas com deficiéncia colinérgica.
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