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RESUMO

ZANA, Nathalia C. T. Avaliacdo da influéncia dos gendtipos do gene PYCARD e da
inflamacdo no consumo de racdo, peso e inducdo de asma em camundongos
geneticamente selecionados para alta ou baixa resposta inflamatoria. 2024. 37 p.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Especializacdo em Biotecnologia para satde: Vacinas
e biofarmacos) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2024.

A asma é uma patologia heterogénea e multifatorial, caracterizada pela inflamacéo das
vias aéreas. Uma das comorbidades que impactam essa patologia é a obesidade. Estudos
mostram relacdo entre asma, obesidade e a ativacdo da via do inflamassoma, buscando
compreender melhor essa associagdo foram utilizados, no presente trabalho,
camundongos geneticamente selecionados para a resposta inflamatdria aguda maxima
(AIRmax) e minima (AIRmin). A ativacdo do inflamassoma € essencial no
processamento das citocinas IL-1p e IL-18. Essas ativacdes dependem da proteina
adaptadora ASC, codificada pelo gene PYCARD. Foram produzidas no Laboratério de
Imunogenética sublinhagens da inflamacdo portadoras dos diferentes genes do PYCARD.
Apos a genotipagem, foi observado que os animais AIRmax possuiam os alelos fixados
em homozigose no gene (C/C), mas os AIRmin apresentavam polimorfismo. Através de
acasalamentos assistidos por genotipagem, foram produzidas as sublinhagens AIRmin
com 0s genétipos de PYCARD (C/C, T/T), em que os animais T/T apresentavam uma
mutacéo , levando ao mal funcionamento da via do inflamassoma. O objetivo deste estudo
foi avaliar a interferéncia dos alelos do gene PYCARD no ganho de peso e consumo de
racao nos animais da linhagem AIR. Além de padronizar um protocolo de indugéo a asma.
Nossos resultados mostram que a ingestdo de alimentos é semelhante em AIRmax e
AIRmin C/C. Em todas as linhagens, as fémeas comem menos e sdo mais leves que 0s
machos. Os animais AIRmin C/C possuem o maior peso em relacdo as outras linhagens,
e 0s AIRmin T/T apresentam o menor peso. Nossa avaliacdo da mecanica pulmonar
demonstrou que a linhagem AIRmin (C/C ou T/T) apresenta resisténcia das vias aéreas
(Rn) e do parénquima (G) mais altas que AIRmax. J& na elasticidade das vias aéreas 0s
animais AIRmax apresentaram valores mais altos. Apds a indugdo a asma, 0s animais
AIRmax e AIRmin C/C obtiveram uma maior porcentagem de eosinoéfilos no lavado
pulmonar. Quando comparamos o0s animais AIRmin pudemos observar que os AIRmin
C/C. apresentaram maior quantidade de eosinofilos que os AIRmin T/T, além disso, 0s

AIRmin T/T foram a unica linhagem que ndo demonstrou diferenca da porcentagem de



eosinofilos entre os grupos experimentais e controles. Quanto aos demais tipos celulares,
para os macréfagos/mondcitos os AIRmin T/T apresentaram 0s maiores valores, 0s
AlIRmax, intermediarios e os AIRmin C/C, os menores. Enquanto, os animais AIRmin
C/C apresentaram maiores valores de linfocitos em relacdo as outras duas linhagens. Ao
testar os diferentes protocolos de inducdo a asma experimental utilizando ovalbumina,
nossos resultados mostraram uma tendéncia diferencial, porém €é necessario mais ensaios
para definir o melhor protocolo. Desta forma, nossos resultados evidenciam uma
correlacdo entre asma e inflamassoma, bem como a compreensao da funcdo pulmonar na

linhagem AIR e seu acimulo de peso.

Palavras-chave: Inflamassoma. Ganho de peso. Asma. AIR. PYCARD.
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1. INTRODUCAO
1.1  Asma

A asma é uma doenca caracterizada por inflamacéo cronica das vias aéreas, em que
o0s portadores dessa patologia apresentam sibilos, falta de ar, aperto no peito e tosse, com
variacdo de intensidade e duracdo (GINA COMMITTEE, 2022). Sendo caracterizada
celularmente pela infiltracdo e ativacdo de células da imunidade inata como as células
dendriticas, eosindfilos, neutrofilos, mastécitos e células linfoides inatas (ILCs), e 0s
linfécitos da imunidade adaptativa. As células imunes interagem com as células
estruturais do pulmdo, gerando alteracbes nesse tecido levando a uma
hiperresponsividade brénquica e um acimulo de muco de longa duracdo que tampona a
via.

Ela pode ser caracterizada como alérgica e nao alérgica. Na asma alérgica ha a
ativacdo da via dos receptores de reconhecimento de padréo (PRR), devido a presenca do
alérgeno, que desencadeia liberacdo de citocinas como IL-1, TGF-p, IL-33, IL-25, fator
de estimulacdo de colbnia de granuldcitos e de macrdéfagos e timopoetina. Essas
estimulam a infiltracdo celular e liberacdo de outras citocinas como IL-4, IL-5, IL-13 e
IL-9. Além disso, hd a mudanca de imunoglobulina para IgE. Todos esses mecanismos
levam a alteracdes iniciais como extravasamento de plasma e vasodilatacéo, e tardiamente
a ativacdo da parede vascular, sensibilizando-a para resposta inflamatéria (HAMMAD;
LAMBRECHT, 2021).

1.1.1 Asma e obesidade
A asma pode ser classificada de diferentes formas por ser heterogénea e de

etiologia multifatorial. Os fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida interferem na
gravidade da doenca (DHARMAGE, 2019). A comorbidade mais relacionada com a
diminuig&o da expectativa de vida de pessoas asmaticas é o alto indice de massa corporea
(IMC), categorizado como obesidade de grau | ou grau Il (INSTITUTE OF HEALTH
METRICS AND EVALUATION, 2020).

A obesidade é caracterizada por um excesso lipidico nutricional com a presenca
de &cidos graxos, cristais de colesterol, lipoproteinas de baixa densidade e ceramidas. O
tecido adiposo apresenta uma inflamacdo crénica e lenta. Animais submetidos a uma

alimentacdo controlada com dieta hiperlipidica desenvolveram hiperresponsividade
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aérea, com aumento de liberacdo de IL-1pB, sendo vista a dependéncia da ativacdo da via
do inflamassoma no pulm@o para o desenvolvimento da hiperresponsividade, mesmo na
auséncia de IL-4 e IL-13 (KIM et al. 2014).

Em modelo murino de asma induzida por ovalbumina (OVA) e com controle de
alimentacdo, comum ou hiperlipidica, verificou-se que a dieta hiperlipidica induzia a
liberagdo de IL-1B no pulméo e maior ativagdo de caspase-1. Os animais obesos ja
apresentavam uma hiperresponsividade das vias aéreas e ao ser associada a asma eles
apresentaram resisténcia a tratamento com esterdide (PINKERTON et al. 2022).

Experimentos mostraram que a adicdo do MCC950, inibidor do NLRP3, gerou
uma diminuicdo de leucdcitos, linfécitos e neutréfilos no lavado broncoalveolar, e a
supressdo completa da hiperresponsividade nos animais (PINKERTON et al. 2022).
Mostrando assim, uma correlacdo entre asma, obesidade e a ativacdo da via do

inflamassoma.

1.2 Inflamassoma

O inflamassoma é uma resposta do sistema imune inato. Ele é um complexo
proteico multimérico que se organiza no citoplasma devido ao reconhecimento de PAMPs
(Padrdo molecular associado a patégeno) ou DAMPs (Padrdo molecular associado dano)
pelos receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), como os membros da familia de
receptores similares ao dominio de oligomerizacdo ligante de nucleotideo (NLRs) ou do
tipo NOD (NETEA et al. 2016).

O complexo é formado por NLRs e PRRs, que apresentam ao menos um dominio
pirinico (PYD), uma molécula adaptadora ASC, codificada pelo gene PYCARD, e a pro-
caspase-1, precursor enzimatico inativo (MALIK; KANNEGANTI, 2017).

A ativacdo dessa via culmina na oligomerizacdo de proteinas pré-caspase-1 que
induz a clivagem auto-proteolitica em caspase-1. Essa, por sua vez, cliva 0s precursores
das citocinas IL-1p e 1L-18, aléem de induzir uma forma inflamatdria de morte celular
conhecida por piroptose (Li et al. 2021). Ocorrendo a liberagdo do ASCspeck para 0 meio
extracelular (eASC speck) que atua como um sinal de perigo e propaga a inflamacéo pela
fagocitose e ativacio de células imunes circulantes (SOUZA; STAROBINAS; IBANEZ,
2021).

A ativacdo dessa via contribui para o desenvolvimento de algumas doeng¢as como
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disfungdes cardiovasculares, depressdo, doencas neurodegenerativas, resisténcia a
insulina e cancer (L1 et al. 2021). Dentre essas patologias, foi observado essa ativagdo em
reacOes alérgicas promovendo a ativacdo de células T auxiliares 2 (Th2), gerando

sintomas similares a asma em murinos (XIAO; XU; SU, 2018).

1.2.1 Inflamassoma na asma

Na asma alérgica, em protocolos de inducdo com OVA e adjuvante em
camundongos, foi visto aumento protéico de NLRP3 e caspase-1, com niveis elevados
de IL-1pB e TNF-a secretado pelas células epiteliais e macrofagos alveolares. Além disso,
em animais knockout para NLPR3 e ASC ha uma queda da hiperresponsividade
bronquica, reducdo da inflamagdo pulmonar, diminuicdo da expressdo de IL-1p no
pulméo (THEOFANI et al. 2019).

Outro estudo utilizando é&caros domiciliares (HDM) como alérgenos em
camundongos normais e knockout para NLRP3 observaram que 0s animais knockout
apresentavam um menor recrutamento de eosinéfilos e secre¢do de muco nas vias aéreas
e que a via do inflamassoma foi crucial para o desenvolvimento e progressdo da asma
(MA et al. 2021).

Além disso, estudos genéticos na populacdo brasileira mostraram uma associagao
entre polimorfismos em genes da via do inflamassoma como NLRP3 e CASP1 que
aumentam a gravidade da asma (QUEIROZ et al. 2020).

1.3 Modelo animal

Tendo em vista a correlacdo de asma, obesidade, inflamassoma e a resposta
inflamatdria foram utilizados animais selecionados fenotipica e geneticamente para

resposta inflamatoéria aguda maxima (AIRmax) e minima (AIRmin).

Buscando compreender a regulacdo poligénica da resposta inflamatoria aguda
(AIR), os pesquisadores do Laboratorio de Imunogenética do Instituto Butantan fizeram

duas linhagens heterogéneas de camundongos, sendo realizados cruzamentos de oito
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linhagens isogénicas (A/J; BALB/c; C57BL/6J; CBA/J; DBA/2J; P/J; SJL/J e SWR/J)
originando os hibridos F1. Esses hibridos foram acasalados gerando a populacdo
segregante F2, que deram origem a populacdo FO geneticamente heterogénea (IBANEZ
et al. 1992).

Na populacdo FO os animais apresentavam uma distribuicdo populacional normal,
com individuos que possuiam uma alta ou baixa resposta inflamatoria aguda, de acordo
com a quantidade de leucdcitos e o teor de extravasamento de proteinas no local apés a
inoculacdo de biogel no tecido subcutaneo. Por selecdo bidirecional por cruzamento,
foram mantidos dois perfis de respostas : AIRmax - Animais com resposta inflamatdria
maxima e AIRmin - Animais com resposta inflamat6ria minima, sendo acompanhado por
experimentacio (IBANEZ et al. 1992).

Ao longo dos anos foram realizados estudos de variacdes genéticas entre AIRmax
e AIRmin. Por exemplo, a suscetibilidade de AIRmin a infeccdo por Salmonella
typhimurium e Listeria monocytogenes, e ao desenvolvimento de céncer de pulméo
induzido por uretana, enquanto que AIRmax apresentaram resisténcia em ambos 0s casos
de desenvolver essas patologias (RIBEIRO et al. 2005; BIOZZI et al. 1998). Essas
diferencas foram sendo estudadas por ensaios genéticos como na infec¢do por S.
typhimurium em que foi identificado uma modulacéo pelo gene NRAMP1 (BORREGO
et al. 2006).

Semelhantemente foi observado diferenca na liberacdo de IL-1p. Em que animais
AIRmax liberam maiores quantidades do que AIRmin. Por ensaios genéticos foi
observada uma regido responsavel por essa capacidade inflamatéria no cromossomo 7,
locus Irm-1. Dentro desse locus alguns genes apresentavam polimorfismos, como o gene
PYCARD, codificador da proteina adaptadora ASC da via do inflamassoma. Cuja
mutacdo levava a troca de aminodacido na proteina prejudicando sua fun¢do (BORREGO
et al. 2022).

Os animais AIRmax apresentaram homozigose C/C, liberando altas concentracfes
de IL-1B. Enquanto que os animais AIRmin apresentavam alelos T, com 61% de
frequéncia, e C, com 39%, ndo estando fixo nessa populacdo. Desta forma, foram feitos
acasalamentos assistidos por genotipagem dando origem a trés sublinhagens: AIRmax
C/C, AIRmin C/C e AIRmin T/T (BORREGO et al. 2022). Utilizados para compreender
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a importancia do inflamassoma, esses animais fazem-se de extrema relevancia para

entender a importancia do gene PYCARD e da via que esté envolvido.

Visando correlacionar a ativagdo da via do inflamassoma com a asma e buscando
verificar qual melhor modelo de indugéo asmatica utilizando a OVA como antigeno para
essas linhagens analisou-se, em um primeiro momento, a diferenca de peso e consumo de
racao desses animais , devido a influéncia que a obesidade possui nesta patologia. Seguido
pelo teste de diferentes protocolos de indugdo da asma utilizando a presenca de
eosinofilos no lavado broncoalveolar (BAL) como critério de avaliacdo da inducgédo

experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a interferéncia dos alelos do gene PYCARD no ganho de peso e consumo
de racdo nos animais da linhagem AIR. Além da padronizacdo de um protocolo de
inducdo a asma nos animais da selecéo para resposta inflamatoria portadores de diferentes
alelos do gene PYCARD

2.2. Objetivos especificos

e Analisar o consumo de ragdo e o ganho de peso em animais portadores de
diferentes alelos do gene PYCARD - AIRmax C/C, AIRmin C/C e AIRmin
T/T

e Avaliar a correlagédo entre os diferentes alelos do gene PYCARD com o
ganho de peso e a indugdo a asma

e Padronizar um protocolo para inducdo de asma alérgica e comparar 0s
diferentes protocolos de asma para a sublinhagem AIR portadora dos
diferentes alelos do gene PYCARD
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da sublinhagem da inflamacéo
portadores dos diferentes alelos do gene PYCARD, sendo: AIRmax C/C, AIRmin C/C e
AIRmiIn T/T. Esses animais foram mantidos e produzidos no biotério do Laboratoério de
Imunogenética do Instituto Butantan, S&o Paulo/SP em condicdes padrdes de criagdo com
racdo e agua ad libitum e em ciclo claro/escuro de 12 horas. Os experimentos realizados
obtiveram a aprovacao da Comissdo de ética no Uso de Animais do Instituto Butantan
(CEUAIB) n° 9093270723 e n° 3268080319.

3.2. Pesagem e consumo de racao

Os animais da sublinhagem AIR foram mantidos sob dieta convencional
monitorados uma vez na semana durante cinco meses a partir do terceiro més de vida.
Essa dieta é obtida da empresa Nuvilab CR-1 cuja em sua composicéo ha milho integral
moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de célcio, fosfato bicalcico, cloreto de
sodio, premix vitaminico mineral e aminoacidos. Além do monitoramento da dieta, foi
realizado pesagem semanalmente desses animais acompanhando seu ganho de massa

corpdrea durante 0 mesmo periodo.

3.3. Avaliagdo mecanico pulmonar — FlexiVent

Os animais foram anestesiados e passaram por uma manipulacdo cirdrgica com a
administracdo de metacolina via intravenosa e mantidos em ventilacao artificial.

A cirurgia consiste em uma incisao na regido centro-escapular dos animais e uma
posterior tragueostomia com a inser¢éo de uma canula metélica de 0,838 mm de didmetro
interno e 12,7 mm de comprimento. A veia jugular direita foi dissecada para insercéo de
cateter de polietileno.

Apbs o procedimento a canula inserida na traquéia dos animais foi conectada ao
aparelho de ventilagdo mecanica para pequenos animais (FlexiVent, SCIREQ®). Nestas
condigdes, os parametros de ventilacdo pulmonar foram ajustados: volume corrente, 10
ml/kg; frequéncia, 150 ciclos/minuto e PEEP (positive end-expiratory pressure), 3

cm/H20. Apds isso, foi feita administracdo de uma dose de pancurénio (Pancuron®), 1
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mg/kg via intraperitoneal para inducdo do relaxamento muscular, a fim de auxiliar a
ventilacdo mecanica imposta pelo equipamento.

Decorridos 7 minutos da administragéo de pancurdnio, os animais receberam PBS
através da canula inserida na veia jugular direita no volume de 20 puL/10g de peso do
camundongo. Sendo construida uma curva dose-resposta a metacolina (MCh), um
agonista de receptor muscarinico nas seguintes doses: 30, 100, 300 e 1000 pg/kg (por
meio da canula inserida na veia jugular direita). Nessas condigdes os parametros avaliados
foram: Resisténcia do parénquima pulmonar (G), elastancia do parénquima pulmonar ou

alvéolos (H) e Resisténcia de vias aéreas (Rn).

3.4. Protocolos de inducéo de asma

Para padronizagao do melhor protocolo de indugdo a asma nessas linhagens foram
testados trés protocolos com duracdo de um més, sendo utilizado apenas fémeas de cada
linhagem. Os animais controle seguiram o mesmo protocolo recebendo PBS ou PBS +
Alumen nas duas primeiras semanas e PBS ou OV A nas duas Ultimas semanas, de acordo

com Seus grupos.

3.4.1. Protocolo 1 (P1) e Protocolo 2 (P2)
Os animais foram sensibilizados na primeira e segunda semana via subcutanea,

sendo uma vez por semana, com OVA (4 pg — livre de LPS para o P1 e P2 com a OVA
grau de pureza V) e hidréxido de aluminio (1,6 mg) em uma solucdo de 200 pL por
animal. Na terceira e quarta semana, receberam o desafio intranasal contendo 10 ug de
OVA por animal em uma solucdo de 30 pL, sob anestesia (xilazina — 12,5 mg/kg e

quetamina — 25 mg/kg). A eutanasia foi realizada 24h depois do ultimo desafio.

3.4.2. Protocolo 3 (P3)
Os animais foram sensibilizados na primeira semana via subcutanea com OVA (30

Mg — pureza de grau V) e hidroxido de aluminio (2,8 mg) em uma solugéo de 200 uL por
animal, e na segunda semana receberam, por essa mesma via, OVA (50 pg) e hidréxido
de aluminio (2,8 mg) em uma solucéo de 200 pL por animal. Na terceira e quarta semana,
receberam o desafio intranasal contendo 20 pg de OVA por animal em uma solugéo de
30 pL, sob anestesia (xilazina — 12,5 mg/kg e quetamina — 25 mg/kg). A eutanasia foi
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realizada 24h depois do ultimo desafio.

3.5. Contagem diferencial de células do lavado broncoalveolar

O lavado broncoalveolar (BAL) foi coletado apds a eutanasia do animal e avaliagéo
pulmonar, com a inje¢do de 1000 puLL de PBS pela canula e com 0 uso de uma seringa,
sendo perfundido e aspirado.

Apols a coleta foi feita contagem global de células utilizando a camara de
Malassez, utilizando o azul de tripan como identificador para células mortas. Para a
contagem diferencial a suspensdo celular foi ajustada para 5 x 10* células em 300puL, e
colocadas em cassetes, citocentrifugacdo (Cytospin) a 800 rpm por 5 min e coradas com
Hematoxilina e Eosina. As células foram identificadas e contadas de acordo com suas

caracteristicas morfoldgicas.

3.6. Estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados em média + erro padrdo. Foi utilizado o
software GraphPad Prism 9.4.1 para os testes estatisticos. Todas as anélises foram feitas
utilizando o teste One-Way ANOVA seguido com o pos teste de Bonferroni. Assumindo
um intervalo de confianca de 95%. Sendo representados com **** valores de p < 0,0001,

com *** valores de p < 0,001, com ** valores de p < 0,01 e com * valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Comparagédo do consumo de racao e do peso

O consumo dos animais foi avaliado semanalmente, sendo pesado a ragdo para
consumo durante a semana e subtraido do valor restante na semana conseguinte, o valor
obtido era dividido pela quantidade de animais referentes a aquela gaiola. Desta forma,
obtinha-se uma estimativa do valor consumido por animal de cada gaiola.

Na figura 1.A. esta exposto a média do consumo de racdo de cada animal por
linhagem, durante cada semana. Representando o consumo, na figura 1.B e 1.C. esta
caracterizado a média consumo dos animais aos seis meses de vida.

Os animais AIRmax C/C e AIRmin C/C possuem um consumo semelhante.
Enquanto os AIRmin T/T possuem um menor consumo comparado com AIRmax (p <
0,0001) e AIRmin C/C (p < 0,05) (Figura 1.B.).

Ao comparar a diferenca entre os sexos, pode-se observar que em todas as
linhagens as fémeas possuem um menor consumo quando comparado aos machos (p <
0,0001) (Figura 1.C).

O peso dos animais foi mensurado semanalmente e acompanhado durante 0 mesmo
periodo que o consumo de racdo. Na figura 2.A esta exposto a média do peso por
linhagem de acordo com sua respectiva semana. Para a representatividade desses valores,
na figura 2.B e 2.C esté caracterizada a média dos pesos dos animais aos seis meses de

vida.

Os animais AIRmin C/C foram os que apresentaram maior peso, e 0s AIRmin T/T
com menor peso. Os animais AIRmax comparados aos AIRmin C/C apresentam menor
peso (p < 0,001), e um maior peso comparado a AIRmin T/T (p < 0,001) (Figura 2.B.)
Verificando a diferenca entre os sexos dentro da mesma linhagem, nota-se que as fémeas
apresentam um menor peso do que os machos para todas as linhagens (p < 0,0001 )
(Figura 2.C.)

Uma relagdo entre consumo de ragdo com o peso pode ser observada na linhagem
AIRmin, em que os animais AIRmin C/C que possuem 0 maior consumo de ragéo

apresentam o maior peso, e 0s animais AIRmin T/T 0 menor consumo € menor peso.
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Além disso, hd uma relacdo quanto ao sexo em que as fémeas apresentam um menor

consumo e menores pesos do que 0os machos em todas as linhagens.

Figura 1 - Consumo de ragéo pelas linhagens
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Fonte: préprio autor, 2024.

Média do consumo de racdo convencional (a) semanalmente, (b) por linhagem ao sexto més de vida e (c)
por sexo ao sexto més de vida. Os dados estdo representados em média + erro padrdo; M — Macho; F-
Fémea. Diferenca estatistica: * comparacédo entre AIRmax e AIRmin T/T; # comparacdo entre AIRmin C/C
e AIRmin T/T; A comparagdo entre os sexos; ns - N&o significante; * valores de p < 0,05 e **** valores
de p < 0,0001
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Figura 2 - Peso de cada linhagem
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Fonte: préprio autor, 2024.

Média do peso dos animais (A) semanalmente, (B) por linhagem ao sexto més de vida e (C) por sexo ao
sexto més de vida. Os dados estdo representados em média + erro padrdo; M — Macho; F- Fémea;
Diferencas estatistica: * comparacdo entre AIRmax e AIRmin T/T; # comparacdo entre AIRmin C/C e
AIRmin T/T; A comparagdo entre os sexos; *** valores de p < 0,001 e **** valores de p <0,0001.

4.2. Avaliagdo da mecanica pulmonar

Dentro dos parametros utilizados para avaliar a funcionalidade mecénica do
pulmdo foram analisados: Resisténcia parénquima pulmonar (G), Elastancia do

parénquima pulmonar (H) e Resisténcia de vias aéreas (Rn).
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Figura 3 - Avaliacdo da funcdo mecanica pulmonar
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Fonte: préprio autor, 2024.

Avaliacdo da funcdo mecéanica pulmonar feita por FlexiVent utilizando Metacolina (MCh) nas
concentragdes de 0,03, 0,1, 0,3 e 1,0 mg/kg. (A) Resisténcia do parénquima pulmonar - G (B) Elastancia -
H (C) Resisténcia das vias aéreas - Rn.Os dados estdo representados em média + erro padrdo. Diferenga
estatistica: * entre as linhagens; A entre sexos da mesma linhagem; * p < 0,05.

A G é a forca tecidual necessaria para sobrepor as forcas viscosas do tecido

levando @ movimentacdo dos pulmdes e das paredes toracicas (WEST, 2013).
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Neste parametro, para ambos 0s sexos, 0s animais AIRmax apresentam uma
resisténcia maior que AIRmin C/C macho (p < 0,0001) e as fémeas AIRmax possuem G
maior que as fémeas AIRmin C/C (p < 0,01) e que os machos AIRmin T/T (p < 0,0001).
Os animais AIRmin C/C apresentam uma menor resisténcia do que AIRmin T/T fémea
(p < 0,0001). Os machos AIRmin C/C possuem uma menor G comparados aos machos
AIRmIn T/T (p <0,0001) e as fémeas AIRmin C/C (p <0,01).Por fim, foi observado que
as fémeas AIRmin T/T possuem uma maior resisténcia que os machos da mesma
linhagem (p < 0,0001) (Figura 3.A).

A H é a capacidade que o pulmao tem de retornar a sua forma original quando uma
forga promove uma deformagdo e essa forga é removida. Essa medida é inversamente
proporcional a complacéncia, a capacidade de resistir a deformagéo mecénica. Uma alta
complacéncia e baixa elastancia pulmonar representa uma condi¢cdo em que o pulméo é
estendido facilmente, mas que ndo voltara ao seu volume de repouso quando essa forca é
cessada (SILVERTHORN, 2017).

Quanto a este parametro, as fémeas AIRmax possuem uma elastancia maior que 0s
machos AIR max (p < 0,01), a linhagem AIRmin C/C (machos e fémeas) (p < 0,0001) e
0s machos AIRmin T/T (p < 0,0001). Os machos (p < 0,001) e as fémeas (p < 0,05)
AIRmin C/C apresentam uma H menor que a fémea AIRmin T/T . Por fim, foi vista uma

diferenga em que as fémeas possuem maior H que os machos (p < 0,01) (Figura 3.B).

A Rn ¢ definida como o grau de dificuldade de movimentacdo do fluxo de ar nas
vias aéreas. Seu calculo se da pela diferenca de presséo entre os alvéolos e a boca dividido
pela taxa de fluxo aéreo (PEREIRA; MOREIRA, 2002).

Os animais AIRmax (machos e fémeas) possuem uma Rn menor que as fémeas
AIRmiIn (C/CeT/T) (p <0,01), sendo essa linhagem a que possui a menor Rn. Os animais
AIRmin C/C apresentam uma diferenca entre os sexos em que as fémeas possuem a maior
resisténcia (p < 0,0001). Os machos da linhagem AIRmin C/C apresentam uma Rn
inferior aos animais AIRmin T/T, tanto para o0 macho (p < 0,05) quanto para fémea (p <
0,001) (Figura 3.C).
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4.3. Contagem diferencial de células do Lavado Broncoalveolar (BAL)

Os animais passaram por protocolos de inducdo de asma, apos 24h do ultimo
estimulo, os animais foram eutanasiados e 0 BAL foi colhido ao perfundir e aspirar com
PBS. Apos as células serem ajustadas para 5 x 10* em 300 pL foi feita a contagem

diferencial, em laminas coradas com eosina e hematoxilina.

Ao avaliar a porcentagem de eosinéfilos no BAL, foi observado um aumento nos
animais experimentais que foram imunizados e depois induzidos com OVA quando
comparados ao grupo controle nas linhagens AIRmax e AIRmin C/C. Nos animais
AlIRmax ha também uma diferenca em relacdo ao grupo que recebeu apenas a OVA

intranasal e o grupo controle (p < 0,01) e para AIRmin C/C ha um aumento de células

em relacdo ao controle (p < 0,01) (Figura 4.A).

Figura 4 - Presenca de Eosinofilos no Lavado Pulmonar (BAL)
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Fonte: préprio autor, 2024.

Contagem de eosindfilos no BAL dos diferentes grupos e linhagens, sendo (A) Comparacao entre 0s grupos
(B) Comparagdo entre as linhagens no grupo experimental.; C — Controle, animais receberam apenas PBS;
OVA In— Animais receberam apenas OVA intranasal na terceira e quarta semanas; OVA + OVA — Animais
receberam OVA + Hidroxido de aluminio na primeira e segunda semanas e OVA intranasal na terceira e
quarta semanas; Os dados estdo representados em média da porcentagem + erro padrdo. Diferenca
estatistica: * valores de p < 0,05 e ** valores de p < 0,01.
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Quando os grupos dos animais experimentais das linhagens foram comparados
pode-se observar uma diferenca entre eles. Em que os animais AIRmax e AIRmin C/C
sdo semelhantes, enquanto os animais AIRmin T/T apresentam uma menor quantidade de

eosindfilos comparado ao AIRmin C/C (p < 0,05) (Figura 4.B).

Figura 5 - Composicao celular do lavado broncoalveolar
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Fonte: préprio autor, 2024.

Contagem de células no BAL dos diferentes grupos e linhagens, sendo (A) Macrofagos/monocitoso (B)
Linfocitos e (C) Neutrofilos C — Controle, animais receberam apenas PBS; OVA In — Animais receberam
apenas OV A intranasal na terceira e quarta semanas; OVA + OVA — Animais receberam OVA + Hidroxido
de aluminio na primeira e segunda semanas € OVA intranasal na terceira e quarta semanas; Os dados estdo
representados em média + erro padrdo. Diferenca estatistica: # comparacdo entre as linhagens; *
comparacdo entre os grupos ; ** valores de p < 0,01.
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Para os macrdfagos/mondcitos foi observada uma diferenca entre as linhagens nos
animais experimentais (p < 0,01), sendo que os AIRmin T/T apresentaram 0s maiores
valores, os AIRmax numeros intermediarios e os AIRmin C/C os menores valores. Além
disso, hd uma diferenca de macrofagos/mondcitos entre os animais AIRmin C/C que
receberam apenas OVA intranasal e os experimentais, havendo uma queda no nimero de
células no grupo experimental em relacdo ao grupo OVA intranasal (p < 0,01) (Figura
5.A).

Os linfécitos possuem diferenca entre as linhagens nos animais experimentais (p <
0,01). Os animais AIRmin C/C apresentaram maior quantidade do que os AIRmax e 0s
AIRmin T/T, enquanto que AIRmax e AIRmin T/T apresentam valores similares. Uma
diferenga entre o grupo OVA intranasal e o experimental da linhagem AIRmin C/C
também foi observada, ocorrendo um aumento para os animais previamente imunizados
e depois desafiados com OVA ( p <0,01) (Figura 5.B).

Por outro lado, os neutréfilos ndo apresentaram diferenca entre as linhagens e entre

0S grupos que receberam diferentes tratamentos (Figura 5.C).

Esses dados foram reunidos e plotados de forma que fosse possivel observar a
composicao geral do lavado broncoalveolar de cada linhagem (Figura 6). Evidenciando

a diferenca de constituicdo de cada linhagem.

Figura 6 - Composicao total celular do BAL nas diferentes linhagens no grupo
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Fonte: préprio autor, 2024.

Composicdo total celular no BAL nas linhagens AIRmax, AIRmin C/C e AIRmin T/T no grupo
experimental sensibilizado com OVA no subcutaneo e desafiado com OVA intranasal. Os dados estéo
representados em porcentagem.
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4.4. Comparacao entre diferentes protocolos de inducéo a asma alérgica

Buscando validar os diversos tipos de protocolos para inducdo da asma alérgica
experimental em modelos murinos, testou-se trés protocolos diferentes utilizando OVA
LPS free ou OVA de grau V. O critério utilizado para essa avaliagdo foi a porcentagem
de eosinofilos presentes no lavado pulmonar apds o final do protocolo, dentro de cada

grupo experimental.

Nossos resultados mostram uma tendéncia diferencial entre os protocolos, no
entanto sdo necessarios mais ensaios para a definir qual o melhor protocolo a ser utilizado

nos proximos estudos nessas linhagens (Figura 7).

Figura 7 - Comparacdo entre diferentes protocolos de inducdo de asma experimental
com OVA
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Fonte: préprio autor, 2024.

Porcentagem de eosindéfilos no grupo experimental em diferentes protocolos. Os dados estdo representados
em média + erro padrdo; P1 — Protocolo 1; P2 — Protocolo 2; P3 — Protocolo 3;
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5. DISCUSSAO

A asma é uma patologia caracterizada pela inflamacéo das vias aéreas em que a
imunidade inata e adaptativa desempenham papéis cruciais. Ademais é observado uma
correlagdo entre asma e obesidade, devido a heterogeneidade e influéncia de fatores
genéticos, ambientais e de estilo de vida envolvidos na asma.

A obesidade é um fator de risco para diversas doencas cardiacas, renais e
pulmonares. Estudos mostram uma associacdo entre o excesso de tecido adiposo e
dificuldades respiratorias, levando a uma reducdo do volume pulmonar e mudancas
estruturais que afetam a resisténcia respiratoria (PEROSSI, 2022). No entanto, 0s
mecanismos por tras dessa relacdo nao sdo totalmente elucidados. Estudos sugerem que
0 excesso lipidico desencadeia mecanismos que contribuem para a hiperresponsividade
aérea, como a ativacdo da via do inflamassoma (KIM et al. 2014; PINKERTON et al.
2022).

O trabalho de Tino de Franco et al. (2022) mostrou que houve uma diferenca no
ganho de peso nas linhagens AIRmax e AIRmin, em que os animais AIRmax
apresentaram um peso maior do que AIRmin. Tendo em vista esses dados, 0 presente
estudo buscou verificar a correlagdo entre o gene PYCARD, associado a via do

inflamassoma, com o0 aumento de peso e a asma.

Nossos resultados demonstram um consumo similar entre a linhagem AIRmax e
AIRmin C/C, no entanto os animais AIRmin C/C apresentaram maior peso. Os animais
AIRmin T/T possuem o menor peso quando comparado com as outras linhagens. A
separacdo do gendtipo do gene PYCARD na linhagem AIRmin, mostrou uma alteracédo
em que os animais AIRmin C/C apresentaram um maior ganho de peso do que 0s animais
AIRmax, diferentemente do que foi observado no estudo anterior. Desse modo, €
necessario um estudo mais aprofundado para a compreensdo do papel desse gene na

modificacdo observada entre as linhagens.

Ao avaliar a funcdo pulmonar desses animais pode-se observar que os animais
AIRmin C/C apresentam uma menor resisténcia pulmonar comparado aos AIRmin T/T e

AIRmax, para ambos os sexos. 1sso demonstra que a linhagem AIRmin C/C apresentaram
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uma passagem de ar facilitada durante a respiracdo, podendo estar associado a uma funcgéo

pulmonar mais eficiente.

Quanto a elastancia, os machos de todas as linhagens apresentaram uma funcéo
similar, enquanto que nas fémeas foi observada uma diferenca em que os AIRmin C/C
possuem uma menor elastancia, ou seja, seus pulmdes se distendem mais e possuem maior
capacidade expansiva durante a inspiracdo, logo, possuem maior dificuldade em retornar
ao seu estado inicial durante a expiracédo e na retencdo de ar nos pulmdes (BATES, 2009).
Por outro lado as fémeas AIRmax e AIRmin T/T apresentaram uma maior elastancia
indicando que os pulmdes se distendem e tendem a apresentar maior contracao durante a

expiragdo, o que pode levar a uma capacidade pulmonar reduzida.

A resisténcia das vias aéreas é a oposi¢do que o fluxo de ar encontra ao passar pelas
vias respiratorias durante a respiracdo, sendo um fator de apuracdo do transporte de ar
para dentro e fora dos pulmdes. Dentre as fémeas, os animais AIRmin (C/C e T/T)
possuem uma maior resisténcia, indicando uma maior oposic¢do ao fluxo de ar nas vias
respiratorias. Enquanto que os animais AIRmax apresentam uma menor resisténcia,
havendo uma passagem de ar facilitada e eficiente. Nos machos os animais AIRmin T/T

apresentavam maior resisténcia do que os animais AIRmin C/C e AIRmax.

Resumidamente, as fémeas AIRmax e AIRmin T/T apresentaram uma maior
resisténcia pulmonar e elastancia indicando uma fungdo pulmonar reduzida e menos
eficiente do que as AIRmin C/C. No entanto, os animais AIRmin (C/C e T/T) apresentam
uma maior resisténcia das vias aéreas, uma condi¢cdo comumente vista em patologias
como a asma, inflamacao e constricdo das vias aéreas, que torna a passagem do ar mais
dificil. Nos machos, a resisténcia se demonstrou igual ao visto nas fémeas, no entanto,
guanto a elastancia todas as linhagens se mostraram semelhantes. Os machos AIRmin

T/T apresentaram maior resisténcia das vias aéreas comparados a AIRmin C/C e AIRmax.

Tendo em vista que o presente trabalho utilizou esses animais em um estado naive
com uma alimentacdo comum, demonstramos uma diferenca respiratéria entre as
linhagens. Para verificar uma melhor correlacdo entre obesidade e alterac6es pulmonares,

deve ser feito um estudo induzindo o sobrepeso com uma alimentacéo hiperlipidica.

Apos a observacédo destas linhagens em seus estados naive. Foi feita uma avaliagdo

da celularidade do lavado broncoalveolar em protocolos de indugdo de asma. A linhagem
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AIR apresenta uma abordagem unica para investigar a correlagdo entre asma e
inflamassoma, devido seu fundo genético heterogéneo que possibilita o estudo da
regulacdo poligénica na resposta inflamatdria, em que é possivel observar dois extremos
populacionais, individuos que tém uma maxima e minima resposta inflamatoria aguda.
Além de possibilitar a compreensdo da importancia do gene PYCARD e a via do
inflamassoma em diferentes fundos genéticos, devido ao polimorfismo encontrado de
animais C/C que possuem uma ativagdo normal da via e T/T que apresentam uma
deficiéncia nessa via devido uma mutacdo que impede a formacdo do complexo do

inflamassoma.

Estudos apontam a importancia do inflamassoma para a asma, tanto em humanos
quanto em modelos murinos. Nossos resultados indicam a influéncia da via do
inflamassoma na inducdo da asma alérgica, pois os animais AIRmax C/C e AIRmin C/C,
que apresentam ativacao normal do inflamassoma, mostraram um aumento de eosinofilos
no pulméo apds a inducdo da asma quando comparados aos animais controle. Por outro
lado, os animais AIRmin T/T, que possuem uma mutacao no adaptador ASC e ndo ativam
o inflamassoma, apresentaram valores proximos aos seus controles ao serem induzidos
por OVA. Além do mais, ao comparar as linhagens AIRmin com o genétipo PYCARD
diferente os animais C/C possuem uma maior presenca de eosinéfilos do que os animais
T/T.

A presenca de mondcito/macréfago na linhagem AIRmin T/T é similar aos
controles, tendo em vista que essas células sdo residentes do tecido. Da mesma forma,
nota-se sua reducdo nas linhagens AIRmin C/C e AIRmax, em que 0s animais induzidos
a asma apresentavam uma mudanca no perfil celular no BAL, sendo uma diminuigdo dos

macrofagos/mondcitos e aumento de eosindfilos.

Estudos sugerem que a ativacdo da via do inflamassoma promove a ativacdo de
células T auxiliares 2 (Th2). Essas células sdo cruciais para a progressao e
desenvolvimento da asma, em que sua ativacao leva a liberagéo de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-
13. Essas citocinas sdo importantes para indu¢do e manutencéo da resposta inflamatoria
caracteristica da asma. Além de estimular a troca de classe de imunoglobulina para IgE e
promover a quimiotaxia dos eosinéfilos (HAMMAD; LAMBRECHT, 2021). Em

concordancia a isso, a linhagem AIRmin C/C que apresentaram altos niveis de
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eosinofilos, também possuem maior quantidade de linfocitos em seu lavado

broncoalveolar.

A asma pode ser categoricamente dividida em alérgica e ndo-alérgica. A asma nao-
alérgica apresenta migracdo de neutréfilos, enquanto a alérgica de eosinofilos. A baixa

presenca de neutrofilos e alta de eosinofilos demonstram a inducao de uma asma alérgica.

No presente trabalho foram utilizados trés protocolos diferentes, com OVAs e
concentracgdes diferentes, visando encontrar a melhor metodologia para a inducéo de asma
nestas linhagens. Nossos resultados demonstraram uma diferenca entre os protocolos, no
entanto a varia¢do entre os animais foi muito grande, devemos aumentar o numero

amostral para poder definir o protocolo que seré utilizado.

Em suma, nossos resultados demonstram que os animais AIRmin C/C que
apresentaram o maior ganho de peso, juntamente com a linhagem AIRmax responderam
mais a inducdo da asma, considerando a migracdo de eosinofilos e presenca de linfocitos.
Outra relagdo importante é do inflamassoma com a asma, em que 0s animais que possuem
0 gendtipos C/C para o gene PYCARD apresentaram uma celularidade do lavado
broncoalveolar similar ao do perfil asmatico. Enquanto a linhagem com o gen6tipo T/T
ndo apresenta diferenca entre seus grupos experimentais e controle, mostrando a

influéncia dos diferentes alelos do gene PYCARD na indugéo da asma.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados demonstraram uma importante correlacédo entre
obesidade, asma e a via do inflamassoma. Destacando-se a importancia de compreender
as vias moleculares envolvidas nesta patologia. Além de evidenciar um papel diferencial
do gene PYCARD em relagdo a resposta asmaética, sugerindo a necessidade de estudos

mais aprofundados que elucidem seu impacto.

O presente trabalho indica uma associacdo significativa entre a via do
inflamassoma, vista pelo polimorfismo do gene PYCARD e a presenca de eosindfilos e
linfocitos no lavado broncoalveolar. Sugerindo uma potencial contribuicdo do
inflamassoma para a inducdo e manutencdo da resposta inflamatoria caracteristica da
asma alérgica. Por fim, obtivemos uma variacdo nos resultados entre diferentes

protocolos destacando a necessidade de investigacdes adicionais.

Os animais AIRmin C/C que apresentaram maior ganho de peso, também
exibiram uma resposta mais pronunciada a inducdo a asma, corroborando com a
correlacdo entre 0 excesso de peso e asma. Além disso, os animais AIRmin T/T que
possuem 0 menor peso, apresentaram o menor valor de eosindfilos e linfdcitos, e um
maior de macro6fagos/mondcitos em seu BAL. Indicando uma correlagdo entre o
inflamassoma e a asma. Outro fator importante é a relacdo entre o genotipo PYCARD e
a asma, em que animais C/C, AIRmax e AIRmin C/C, com a ativa¢do normal da via
apresentaram um aumento de eosindfilos, enquanto nos animais AIRmin T/T néo

exibiram alteracoes.

Em resumo, nosso estudo sugere uma correlacdo entre o polimorfismo do gene
PYCARD, e consequentemente, do inflamassoma e a asma, e traz observaches
importantes para compreensdo do excesso de peso e da funcdo pulmonar. Alem disso,

contribui para o conhecimento de diferencas entre os animais da linhagem AIR.
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