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RESUMO

Na inflamacdo alérgica, a histamina desencadeia papel crucial na inducdo de
sintomas, tais como vasodilatacdo, broncoconstricdo e producdo de muco. O
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da histamina na inflamacdo e no
remodelamento das vias aéreas, avaliando para tanto a producdo de muco e
coldgeno em modelo murino de inflamacédo pulmonar. Camundongos Balb/c machos
de 20-25g foram estimulados, por via intratraqueal, com histamina em diferentes
concentracfes (10, 50 e 100 uM) e avaliados apds 6, 24 e 48 horas. A partir dos
dados resultantes do ensaio dose-resposta, foi realizado tratamento farmacologico,
onde animais foram separados em 5 grupos (6 camundongos por grupo): Grupo 1
(PBS), controle ndo estimulado; Grupo 2 (Histamina), controle estimulado; Grupo 3
(Histamina + Loratadina); Grupo 4 (Histamina + Dexametasona) e Grupo 5
(Histamina + Dexametasona e Loratadina). Analisamos a migracdo de leucdcitos no
lavado broncoalveolar (LBA) e no tecido pulmonar. As alteragcdes estruturais no
tecido pulmonar e na tragueia foram avaliadas por analise histopatologica, bem
como a producdo de muco e deposicao de colageno usando Alcian blue/Periodic
Acid Shiff e Tricobmio de Masson, respectivamente. O sobrenadante do LBA e o
tecido pulmonar foram coletados para quantificar os niveis SCF e CCL3 por ELISA
de captura. A expressdo génica de Mucbac, Gob-5, Colla2 e receptores de
histamina foi avaliada por RT-PCR em tempo real. Nossos resultados demonstram
que a histamina induz inflamacédo das vias aéreas, com presenca de infiltrado
leucocitario no LBA e no tecido pulmonar. Além disso, os animais estimulados com
histamina demonstraram aumento significativo na expressdo génica de Mucbac,
Gob-5 e Colla2 no tecido pulmonar, producdo SCF e CCL3 no LBA e pulméo, bem
como apresentaram alteragbes estruturais na traqueia e no tecido pulmonar, tais
como infiltrado leucocitario, presenca de células caliciformes, producdo de muco e

depdsito de colageno. O pré-tratamento com dexametasona (DEX) inibiu a migracéo
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leucocitaria no LBA e tecido pulmonar, e também diminuiu a expressédo génica de
Muc5ac no tecido pulmonar, diminuiu a produgcéo de SCF e CCL3 no LBA e pulméo,
bem como reduziu a producéo de muco e a deposicédo de colageno no pulméao. Ja o
pré-tratamento com loratadina (LOR), bloqueador de Hai, inibiu parcialmente a
migracéo celular no LBA, mas nao no tecido pulmonar, enquanto que a associagao
farmacoldgica entre DEX e LOR diminuiu significativamente a migracéo leucocitaria
tanto no LBA como no tecido pulmonar. Com base nos dados acima, sugere-se que
a histamina induz inflamacéo das vias aéreas, promovendo a migracéo de leucdcitos
possivelmente através da producdo de SCF e CCL3, bem como provoca alteracfes
estruturais na traqueia e no tecido pulmonar, tais como producdo de muco,

deposicao de colageno, e esses efeitos tem a participacao dos receptores Hi e Ha.

Palavras- chave: histamina, inflamacéo pulmonar, células caliciformes, producédo de

muco, deposicao de colageno, remodelamento das vias aéreas, SCF, CCL3
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ABSTRACT

In allergic inflammation, histamine exerts a crucial role in the induction of symptoms,
such as vasodilation, bronchoconstriction and mucus production. The aim of this
study was to investigate the effects of histamine in inflammation and airway
remodeling, evaluating the mucus production and collagen in a murine model of
pulmonary inflammation. Male Balb/c mice of 20-25g were challenged by
intratracheal instillation of histamine at different concentrations (10, 50 and 100 uM)
and evaluated after 6, 24 and 48 hours. From the data resulting from the dose-
response assay, pharmacological treatment was performed, and animals were
separated into 5 groups (6 mice per group): Group 1 (PBS), non-challenged control;
Group 2 (Histamine), challenged control; Group 3 (Histamine + Loratadine); Group 4
(Histamine + Dexamethasone) and Group 5 (Histamine + Dexamethasone and
Loratadine). We analyzed the recruitment of leukocytes in bronchoalveolar lavage
(BAL) and lung tissue. Structural changes in lung tissue and trachea were assessed
by histopathological analysis, as well as mucus production and collagen deposition
using Alcian blue/Periodic Acid Shiff and Masson's Trichrome, respectively. BAL
supernatant and lung tissue were collected for SCF and CCL3 levels quantification
by capture ELISA. The gene expression of Mucbac, Gob-5, Colla2, and histamine

receptors was evaluated by RT-PCR real time. Our results demonstrated that
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histamine induces airway inflammation, with presence of leukocyte infiltrate in BAL
and lung tissue. In addition, histamine-challenged animals demonstrated a significant
increase in the gene expression of Muc5ac, Gob-5 and Colla2 in lung tissue, SCF
and CCL3 production in BAL and lung, as well as structural changes in the trachea
and lung tissue, such as leukocyte infiltrate, presence of goblet cell, mucus
production and collagen deposition around the airways. Dexamethasone pre-
treatment (DEX) inhibited leukocyte recruitment in BAL and lung tissue, decreased
gene expression of Muc5ac in lung tissue, decreases SCF and CCL3 production in
BAL and lung, as well as mucus production and collagen deposition in the lung.
Already pre-treatment with loratadine (LOR), an Hi blocker, partially inhibited cell
migration in BAL, but not in lung tissue, whereas the pharmacological association
between DEX and LOR significantly reduced leukocyte recruitment in both the BAL
and the lung tissue. Putting the above data together, we suggest that histamine
induces airway inflammation, promoting the recruitment of leukocytes possibly
through the production of SCF and CCL3, as well as causes structural changes in the
trachea and lung tissue, such as mucus production, collagen deposition, and these

effects might be mediated by Hi1 and Ha4 receptors.

Keywords: histamine, pulmonary inflammation, goblet cells, mucus production,

collagen deposition, airway remodeling, SCF, CCL3
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1. INTRODUCAO

As doencas alérgicas respiratérias, incluindo a asma, tém aumentado
significativamente nos ultimos anos. De acordo com Organizagdo Mundial de
Alergia, 40% da populacdo mundial tém algum tipo de alergia e a estimativa é de
que o numero de asméticos no mundo chegue a 400 milhdes de pessoas até 2025
(Jensen-Jarolim and Fiocchi 2017). A exposicao continua a diversos alérgenos
ambientais (microorganismos, substancias derivadas de &caros, pélens de plantas)
e 0 contato com irritantes (cigarro e poluentes atmosféricos) favorece o
desenvolvimento da maioria das doencas respiratdrias, entre elas: rinite alérgica e
asma. Sendo considerada uma afeccdo de elevada prevaléncia e morbidade, a
asma € caracterizada por obstrucdo das vias aéreas, hiperresponsividade
brénquica, hipersecrecdo de muco e remodelamento, o qual estd associado a
redugéo progressiva da fungéo pulmonar (Vignola, Chanez et al. 1998, Busse and

Lemanske 2001).

A fisiopatologia da asma envolve varios mecanismos moleculares e
celulares. A resposta inflamatéria alérgica se inicia com a interacdo do alérgeno
com algumas células, as quais tém como funcdo apresentad-lo ao sistema
imunoldgico, especificamente aos linfocitos T-helper 2 (Th2) (Lloyd and Hessel
2010). Esses linfécitos, por sua vez, se diferenciam, proliferam e liberam
interleucinas (IL), como IL-4, -5, -9 e -13, responsaveis pelo inicio e manutencéo do
processo inflamatério alérgico (Cookson 1999, Busse and Lemanske 2001). Dentre
as citocinas liberadas, a IL-4 possui importante papel no aumento da producgéo de
anticorpos IgE especificos, os quais irdo ligar-se aos receptores de alta afinidade

(FceRI) para IgE presentes na membrana celular de mastocitos (Vignola, Chanez et
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al. 1998, Busse and Lemanske 2001, Kumar 2001). Apos a sensibilizacdo do
individuo e nova exposicao ao alérgeno, ocorre a reacao antigeno-anticorpo. Nessa
reacdo, o alérgeno se liga a moléculas de IgEs presentes na superficie dos
mastoécitos, causando a desgranulacdo dessas células e a liberacdo de varios
mediadores inflamatorios, tais como leucotrienos, prostaglandinas, fator ativador de
plaguetas, serotonina e histamina (Kitamura, Kanakura et al. 1987). Além disso,
apos a ativacdo, os mastoécitos sintetizam e secretam citocinas como o fator de
necrose tumoral (TNF-a), SCF, interleucinas (IL)-3, -4, -13, e expressam algumas
guimicionas como MCP-1, MIP-1a e -1B (Galli, Gordon et al. 1991, Abraham and
Malaviya 1997, Ajuebor, Das et al. 1999, Wedemeyer, Tsai et al. 2000, Metz and

Maurer 2007)

Ainda h& muito que compreender sobre 0os complexos mecanismos celulares
e moleculares envolvidos no processo inflamatério alérgico. Nesse sentido, varios
modelos experimentais de inflamacao alérgica tém sido amplamente utilizados na
tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos, bem como o comportamento dos
genes e células no processo inflamatério alérgico. Dentre eles, modelos murinos
sdo amplamente estudados e a proteina ovalbumina (OVA) é o principal alérgeno
utilizado para provocar resposta inflamatéria alérgica crénica (Kumar, Herbert et al.
2008). Alguns autores criticam o uso de OVA como alérgeno ideal para modelos de
inflamacéo alérgica, devido a tolerancia imunolégica causada em camundongos
durante exposic¢ao cronica (Johnson, Wiley et al. 2004). Os modelos agudos com
OVA usam adjuvantes, como hidréxido de aluminio, para promover intensa
resposta Th2 em murinos, tornando esse protocolo artificial quando comparado aos
sintomas das doencas alérgicas em humanos (Brewer, Conacher et al. 1999). Em

adicdo, autores demonstram que o uso de OVA sem adjuvante, em um modelo
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agudo, resulta em uma resposta pulmonar eosinofilica idéntica a observada em

modelo com adjuvante (Conrad, et al.2009).

Além disso, a analise histolégica de modelos agudos demonstram eventos
gue nado séo encontrados em modelos murinos de OVA de inflamacéo aguda, tais
como infiltrado inflamatério moderado a intenso, com predominio de linfécitos e
neutrofilos (Hulbert, McLean et al. 1985, Cosio, Majo et al. 2002), bem como
alteracdes persistentes nas estruturas das vias aéreas, as quais caracterizam o
remodelamento das vias aéreas (Takayama, et al. 2006; Tang et al., 2006; Rose et
al., 2006; Young et al., 2006; Kumar et al., 2002). Esses achados se mostram como
motivos relevantes para se discutir e questionar sobre a validade dos protocolos de
inflamacé&o alérgica em camundongos, usando OVA. Dessa forma, novos modelos
murinos tém sido estudados, e novas alternativas testadas utilizando diferentes
alérgenos, como acaros de poeira domeéstica (HDM), fungos (Cicmil 2013, Diaz,

Warren et al. 2015), entre outros.

Ao contrario da OVA, a histamina € um mediador inflamatério envolvido na
cascata do processo alérgico, bem como desempenha importante papel nas
doencas alérgicas, inclusive na fisiopatologia da asma (Gelfand 2002). A literatura
demonstra que a histamina pode desencadear efeitos fisioldgicos diversos na
inflamacédo alérgica (White 1990, Gelfand 2002, Dunford and Holgate 2010). Em
sintese, dada a relevancia da histamina na resposta imune e inflamatoria, a
investigacdo da participacdo dessa amina no desenvolvimento de eventos da
inflamac&o pulmonar, sem o uso de adjuvantes, bem como os seus efeitos na
producdo exacerbada de muco e na deposi¢cdo de colageno em camundongos

normais, reveste-se de importancia.
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A histamina pertence a classe das aminas biogénicas, e é sintetizada a partir
do aminoacido histidina, sob acdo da enzima L-histidina descarboxilase (HDC).
Considerada potente mediador inflamatério em inUmeras reacoes fisioldgicas, sua
atividade biologica depende da sua interacdo com quatro subtipos de receptores,
acoplados a proteina G (G protein-coupled receptors, GPCRs) (MacGlashan 2003),
denominados Hi, H2, Hs e Ha (Jutel, Blaser et al. 2005). As acdes provocadas pela
histamina, mediadas pelo receptor Hi, estdo relacionadas a processos
inflamatorios e alérgicos, tais como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, secrecdo de muco e broncoconstricdo (White 1990). Ja os receptores Hz,
quando ativados, promovem relaxamento da musculatura lisa, e o aumento da
resisténcia das vias aéreas inferiores (Knight, Stewart et al. 1992, Tamaoki, Nakata
et al. 1997). Em contraste, 0os receptores Hs, expressam-se em neurdnios
histaminérgicos, eosinofilos, dendrdcitos, mondcitos, apresentam baixa expressao
nos tecidos periféricos, e podem ocasionar a inibicdo da sintese e liberacdo de
histamina (Lamblin, Gosset et al. 1998). Os receptores Hs4 foram recentemente
identificados, e ha evidéncias de que estejam envolvidos na inflamacéo alérgica
(Ling, Ngo et al. 2004, Gutzmer, Diestel et al. 2005, Dunford, O'Donnell et al. 2006),
bem como desempenha importante papel imunomodulador. Nesse sentido, autores
demonstraram que a ativacdo de Ha expresso em células dendriticas modula a
resposta Th2, e consequentemente inibe a liberagdo de citocinas e quimicionas
importantes para a ativacdo de células T (Dunford, O'Donnell et al. 2006). Além
disso, foi demonstrado que os receptores H4 também participam de respostas do
tipo Thl, o que induz a quimiotaxia de células inflamatdrias, como neutréfilos,
células dendriticas e mastécitos (Takeshita et al., 2003; Thurmond et al., 2004;

Gutzmer et al., 2005; Baumer et al., 2008; Huang e Thurmond, 2008). Dessa forma,
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investigar a participacao dos receptores da histamina nos modelos experimentais
de inflamacédo alérgica é um grande passo para entender como controlar este

processo.

Em adicdo a essas evidéncias, a literatura demonstra que a producédo de
quimiocinas na inflamacdo das vias aéreas esta relacionada a gravidade do
processo inflamatério alérgico e a resposta reativa das vias aéreas (Teixeira, Wells
et al. 1997, Chibana, Ishii et al. 2003, Ono, Nakamura et al. 2003). As quimiocinas
controlam o trafego de células imunes inatas entre a medula 6ssea, 0 sangue e 0S
tecidos periféricos durante a inflamacdo (Palomino and Marti 2015). A interacdo
desses mediadores inflamatorios com receptores especificos acoplados a proteina
G, ativa multiplas vias de sinalizacao intracelular e promove efeitos biolégicos que
caracterizam a doenca alérgica (Thelen M. et al., 2001, Oliveira SH. et al., 2003).
Estudos anteriores demonstram niveis elevados de CCL2, CCL3 e CCL5 nas
reacdes alérgicas (Broxmeyer et al.,, 1989; Opdenaker et al., 1993), inclusive no
lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes asmaticos (Alam, York et al. 1996). Além
disso, outros autores demonstram a presenca de CCL3 em pulmdes de pacientes
asmaticos (Sabroe, Hartnell et al. 1999) e o envolvimento dessa quimiocina na
migracdo de neutrdéfilos e eosindéfilos para o epitélio das vias aéreas (Hartl, Krauss-
Etschmann et al. 2008). Outro mediador inflamatério importante, e muito
investigado no processo alérgico, € a citocina Stem cells factor (SCF) (Da Silva,
Reber et al. 2006). H& relatos demonstrando que SCF induz a quimiotaxia e
sobrevivéncia de mastdcitos, bem como a proliferacdo/diferenciacdo de mastécitos
imaturos (Da Silva, Reber et al. 2006), e é expresso in vitro por varias células das
vias aéreas, incluindo as células epiteliais brénquicas (Wen LP, 1996), fibroblastos

pulmonares (Kassel, Schmidlin et al. 1998), células do musculo liso brénquico
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(Kassel, Schmidlin et al. 1999), células endoteliais (Heinrich, Dooley et al. 1993) e
mastoécitos pulmonares isolados (De Paulis,1999; Zhang S., 1998). Aléem de
promover quimiotaxia, SCF é capaz de induzir hiperreatividade das vias aéreas,
provocando broncoespasmo (Campbell, Hogaboam et al. 1999). No entanto, diante
de todas essas evidéncias, a participacdo de SCF em modelos de inflamacao

alérgica induzido diretamente pela histamina, ainda nédo foi investigada.

No broncoespasmo ha uma reducéo do calibre das vias aéreas, inflamacéo
da mucosa e producao excessiva de muco por glandulas brénquicas, o que obstrui
o fluxo de ar. A hipersecrecdo de muco é uma caracteristica clinicamente marcante
da asma (Melton 2002). Entre os vinte genes de mucina j& identificados, mucin 5AC
(Mucbac) € o principal componente do muco em pacientes asmaticos (Ordonez,
Khashayar et al. 2001, Fahy and Dickey 2010). Vérias citocinas e quimiocinas
induzem a expressdo de Muc5ac em células epiteliais das vias aéreas. Contudo, ja
foi demonstrado que as citocinas liberadas pelas células Th2 em pacientes
asmaticos, tais como IL-4 (Temann, Prasad et al. 1997), IL-9 (Reader, Hyde et al.
2003) e IL-13 (Kondo, Tamaoki et al. 2002) desempenham papel importante na
producdo de muco. A literatura sugere que a histamina esteja envolvida na
producdo de muco, porém ndo ha evidéncias se esse efeito € desencadeado

diretamente ou indiretamente (White 1990).

Na asma, o numero elevado de células caliciformes sdo indicadores da
producdo excessiva de muco (Rogers 2003). Canais de cloreto de célcio 1 (CLCA1)
presentes nas células epiteliais das vias aéreas, tal como o homodlogo de
camundongo Gob-5 (ou mCLCA3), desempenham papel regulatério na producao
de muco e estdo envolvidos na hipertrofia e hiperplasia de células caliciformes

(Nakanishi, Morita et al. 2001). Estudos demonstram que IL-13 contribui na
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diferenciacéo de células caliciformes em modelo in vivo e in vitro de asma alérgica
(Thai, Chen et al. 2005). Autores demonstram que a transcricdo e producao de IL-
13 séo reguladas pela histamina, 0 que sugere um possivel mecanismo para a
producdo de muco envolvendo essa amina (Elliott, et al., 2011). Outros estudos
demonstram que a histamina induz diferenciacéo de células caliciformes em células
NHBE in vitro (Nobuaki, et al. 2012), porém nao evidéncias se esse fato também

ocorre em modelos alérgicos in vivo.

Além da hipersecrecdo de muco na inflamacado alérgica, ha outros eventos
gue agravam o0 processo alérgico e interferem na arquitetura das vias aéreas,
levando a perda parcial e irreversivel da funcdo respiratéria em alguns casos de
rinite alérgica e asma, caracterizando assim o remodelamento das vias aéreas
(Kumar 2001, 2006). Dentre as alteracbes anatomopatolégicas, podem ser
observadas hipertrofia e hiperplasia do muasculo liso, aumento no numero de
células caliciformes, aumento das glandulas submucosas, alteracdo no depdsito e
degradacdo dos componentes da matriz extracelular, entre eles fibras colagenas e
elasticas, proliferacdo de fibroblastos, desenvolvimento de miofibroblastos e
aumento da vascularidade (Maud et al., 2007; 2006). A literatura aponta que
diferentes estimulos, como por exemplo TGF-f, contribui com o espessamento da
membrana basal e induz a producdo de proteinas por fibroblastos, tais como:
fibronectina, vitronectina, tenascina, proteoglicanos e colagenos | e lll (Kovacs et
al., 1994). A deposicdo de coldgeno é um potente marcador do processo de
remodelamento, e ha varios estudos demonstrando que a quantidade de colageno
na submucosa € proporcional a gravidade, duracdo da doenca e niveis da fungéo
pulmonar (Jeffery, et al.1989; Wilson et al., 1997; Godfrey et al., 1995). Em

contrapartida, outros estudos sustentam a hipotese de que o espessamento da
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membrana basal, envolvendo o colageno, ndo pode ser relacionado com a
severidade da doenca (Chetta et al. 1997). Diante dessas evidéncias, a avaliacao
da deposicdo de colageno em modelo de inflamacao alérgica aguda é necessaria
para evidenciarmos o real papel dessa proteina no remodelamento das vias aéreas
inferiores e superiores. Sabe-se também que mediadores inflamatorios liberados
por mastocitos, tais como cysLTS, serotonina e histamina, podem estar envolvidos
no remodelamento das vias aéreas (Nobuaki, et al. 2013). Nesse sentido, é
importante avaliar a participacdo da histamina no remodelamento das vias aéreas,
considerando que pouco € abordado se esse evento ocorre de forma direta,
concomitantemente ou independentemente da extensdo do processo inflamatorio.
Esta investigacdo podera nos trazer novas estratégias terapéuticas afim de

diminuir, reverter ou prevenir o processo de remodelamento das vias aéreas.

Para amenizar a progressdo do processo inflamatério alérgico, compostos
anti-histaminicos ligam-se competitivamente nos receptores de histamina,
impedindo assim a ligacdo dessa amina, e consequentemente os seus efeitos
patolégicos (Harold et al., 2003). Os anti-histaminicos estdo entre os farmacos de
escolha no tratamento da asma, e causam um deslocamento paralelo na linha
concentracao/resposta da histamina (Criado, Criado et al. 2010). Ha evidéncias de
gue os anti-histaminicos Hi s&o ineficazes no tratamento da asma, porém isso se
reverte quando utilizados em altas doses, ou quando associados com outras
drogas (Eiser et al., 1991). Contudo ja foi demonstrado que em doses
recomendadas para tratar rinite alérgica, os anti-histaminicos de segunda geracéo
como cetirizina, desloratadina e loratadina melhoram os sintomas da asma leve,

além de melhorar a funcdo pulmonar de modo significativo (Ekstrom, et al. 1995;
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Busse et al., 1996). Diante do exposto, sdo necessarios estudos adicionais sobre

os efeitos dos anti-histaminicos Hi em pacientes com alergia e asma.

Além dos anti-histaminicos, os glicocorticoides sédo farmacos utilizados para
controlar a inflamacéo das vias aéreas em pacientes asmaticos (Takami, Mizuno et
al. 2012). A efetividade dessas drogas no processo inflamatorio alérgico se da por
acOes anti-inflamatorias, ou seja, age estimulando ou inibindo a transcricdo génica
de diversos mediadores inflamatorios responsaveis pelo inicio e manutencdo da
resposta inflamatoria (Mueller et al., 2013; Negrete-Garcia et al., 2010). Além desse
efeito, os glicocorticoides agem diretamente na maioria das células envolvidas na
inflamacéo alérgica, tais como linfécitos T, neutrofilos, eosinofilos, e células
epiteliais das vias aéreas (Goulding et al., 1998; Scheleimer et al., 1993). Outro
efeito importante desses farmacos € a supressdo da hipersecrecdo de muco
associada com a inflamacédo das vias aéreas, aliviando assim as manifestacoes
clinicas prejudiciais de um atague asmatico (Kai, Yoshitake et al. 1996, Takami,
Mizuno et al. 2012). Ha outros relatos demonstrando que a dexametasona inibe a
expressdo e producdo de MUC2 e MUC5AC em células de cancer de pulmao in
vitro (Kai, Yoshitake et al. 1996). Outras evidéncias na literatura sugerem que a
dexametasona e outros glicocorticoides, como hidrocortisona e prednisona, séo
capazes de regular a producdo de histamina (Hirasawa, et al. 1990), bem como
inibir os seus efeitos em estudos in vitro com células do musculo liso das vias
aéreas (Hard, et al. 1996). Consequentemente, avaliar a agdo dessas drogas nos
processos de inflamagédo, e também de reparo, sdo de grande importancia,

sobretudo em modelos de inflamacéo alérgica induzido diretamente por histamina.

O conjunto de informacgdes descritas exemplifica a complexidade do processo

inflamatorio alérgico, e demonstra que estudos existentes atribuem a histamina
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acOes importantes nesse processo, 0 que justifica novas descobertas mais
detalhadas a esse respeito. Considerando que essa amina € reconhecida como um
componente importante das respostas imunes/inflamatérias, e poucos estudos
utilizam histamina como indutor de inflamacao pulmonar, o objetivo desse estudo é
investigar os efeitos da histamina na inflamacéo das vias aéreas, bem como a sua
relacdo com a producdo de muco e deposicdo de colageno em camundongos
normais. Assim, esses esclarecimentos podem contribuir com novos alvos
terapéuticos e preventivos que modulem essa resposta inflamatéria, envolvendo a

histamina.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

O objetivo do presente estudo foi investigar o papel da histamina sobre a

inflamacédo das vias aéreas, producdo de muco e deposicdo de coldgeno em

camundongos normais.

2.2. Objetivos Especificos

Para alcancarmos os objetivos propostos, avaliamos:

a)

b)

Migracdo de leucdcitos no lavado broncoalveolar (LBA) e no tecido
pulmonar;
Alteracdes estruturais no tecido pulmonar e na traqueia, apos a instilacéo

intratraqueal de histamina, por coloracéo de H&E;

c) A producdo da citocina SCF e da quimiocina CCL3 no lavado

broncoalveolar (LBA) e tecido pulmonar de camundongos estimulados

por histamina, por meio do ensaio imuno-enzimatico (ELISA);

d) A expressdo génica de receptores de histamina Hi, Hz, Hz e Hs no tecido

pulmonar de camundongos estimulados por histamina por meio de RT-

PCR em tempo real;

Produgcdo de muco e deposi¢cdo de coldgeno no tecido pulmonar, por
colaragdo Alcian blue/Periodic Acid Shiff e Tricbmio de Masson,

respectivamente;



f)

)

h)
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A expressao génica de Mucbac, Gob-5 e Colla2 no tecido pulmonar de
camundongos estimulados por histamina por meio de RT-PCR em tempo

real;

O efeito da dexametasona e/ou loratadina sobre a migracao leucocitaria
e producdo de SCF e CCL3 no lavado broncoalveolar (LBA) e tecido

pulmonar de camundongos estimulados por histamina;

O efeito da dexametasona e/ou loratadina sobre a expressédo génica dos
receptores de histamina Hi e Hs, Muc5ac, Gob-5 e Colla2 no tecido
pulmonar de camundongos estimulados por histamina, através de RT-

PCR em tempo real;

O efeito da dexametasona e/ou loratadina sobre a producdo de muco e
deposicado de coldgeno em camundongos estimulados por histamina, por

coloracao de Alcian Blue/Periodic Acid Schiff e Tricbmio de Masson;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e aspectos éticos

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizados 132 camundongos Balb/c
machos (20-25g) provenientes do Biotério do Departamento de Ciéncias Basicas
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba/Unesp. Até a realizacdo dos
experimentos, os animais foram mantidos em sala climatizada com temperatura em
torno de 22+ 3°C, umidade 55% * 3%, com sistema de exaustdo e ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, e consumo de racdo e agua ad libitum. No ensaio
dose-resposta, os camundongos foram igualmente distribuidos em dois grupos
experimentais (n=6), sendo eles: controle e histamina (H) em diferentes
concentracdes (10, 50 e 100 uM), e avaliados em diferentes periodos (6, 24 e 48
horas). Apo6s a andlise dos dados do ensaio dose-resposta, 0os animais foram
distribuidos em cinco grupos experimentais (n=6), sendo eles: controle, histamina
(H), histamina + loratadina (LOR), histamina + dexametasona (DEX) e histamina +
dexametasona e loratadina (DEX+LOR). Os protocolos experimentais foram
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEUA) da Faculdade de Odontologia- UNESP, Aracatuba-SP, Brasil, processo n°

00564/2016.

3.2 Instilagéo intratragueal com histamina

Os camundongos foram anestesiados por injecao intraperitoneal de cloridrato
de quetamina (50 mg/kg- Cetamin, Syntec, Hortolandia, SP, Brasil) com cloridrato
de xilazina (2% - Calmiun, Agener Unido, Embu-Guacu, SP, Brasil). As traqueias
dos animais foram expostas cirurgicamente, e agulhas ultra-fine estéril (0,25 x

6mm; Becton, Dickinson and Company, New Jersey, Franklin Lakes) foram
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utilizadas para instilar 50 pL de solucdo de histamina (Sigma- Aldrich, St. Louis,
MO, USAN) nas concentracdes de 10, 50 e 100 uM, por via intratraqueal. Os
animais foram avaliados 6, 24 e 48 horas apds a instilacdo intratraqueal de
histamina. Os animais do grupo controle receberam somente 50 uL de PBS estéril,
também por via intratragueal. ApOs os periodos mencionados, 0os animais foram
eutanasiados por overdose de cloridrato de quetamina (100 mg/kg) com xilazina
(10 mg/kg), e entdo foram coletados o lavado broncoalveolar (LBA), pulmdes e

traqueia para posteriores analises.

3.3 Pré-tratamento dos camundongos com Dexametasona e/ou Loratadina

Os camundongos foram pré-tratados com dexametasona 10 pM (5mg/kg, i.p.,
Sigma- Aldrich) e/ou loratadina 10 uM (5mg/kg, i.p., Sigma- Aldrich) 1 hora antes do
estimulo (histamina). Ambas as drogas foram aplicadas por via intraperitoneal, num
volume de 50 pL. Apés o periodo estipulado, foi coletado o lavado broncoalveolar
(LBA), os pulmbes e traqueia a fim de avaliar a resposta inflamatoria. Parte do
pulmao retirado (lobo direito superior), apds o estimulo, foi coletado em 1mL de
Trizol® para detectar a expressao génica de Mucbac, Gob-5, Colla2 e receptores
de histamina por RT-PCR em tempo real. As demais partes do pulmdo foram
coletadas para verificacdo da integridade epitelial pulmonar (lobo esquerdo) e
producdo de mediadores inflamatérios (lobo direito médio) por meio de andlise

histologica e ELISA, respectivamente.

3.4 Avaliagéo de células inflamatoérias no lavado broncoalveolar (LBA)
Para avaliar a resposta inflamatoria, foi coletado o lavado broncoalveolar
(LBA) por meio da infusdo de 0,8 mL de PBS (tampéo fosfato salina) por 2 vezes

consecutivas (volume total 1,6mL) na canula tragueal, com o uso de uma seringa
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descartavel estéril (Becton, Dickinson and Company, New Jersey, Franklin Lakes).
O volume recuperado via canula traqueal foi centrifugado a 1200 rpm, 5 min., 4°C.
O sobrenadante, apés a centrifugacdo, foi armazenado a -80°C para analises
posteriores de citocinas e quimiocinas, enquanto que o sedimento celular foi
ressuspenso em 200 uL de PBS/ 1% BSA. A contagem total de células foi realizada
por microscopia Otica com o auxilio de um hemocitdmetro de Neubauer no aumento
de 400x. Para a contagem diferencial de células, 200 pL do LBA foram
citocentrifugados a 800 rpm por 5 minutos (Cytospin, Cheshire, UK). Para o
preparo dessas laminas foi utilizada a técnica de Diff-Quick (Kokusai Shinyaku Co.,
Kobe, Japado). A contagem diferencial das células foi determinada a partir do
achado de pelo menos 100 leucdcitos/lamina, e a diferenciacdo seguiu 0s critérios

morfologicos padréo.

3.5 Avaliacéo histopatologica

O pulméo esquerdo e a traqueia foram fixados em formaldeido tamponado
4% por 24 horas. ApGs esse periodo, os tecidos foram processados em solucbes
seriadas de alcool e xilol para desidratacédo, e em sequéncia incluidos em parafina.
Para a confeccdo das laminas, cortes seriados de 5 um de espessura foram
coletados. As analises histologicas foram feitas para identificar alteracbes
estruturais no pulméo e traqueia por meio de coloracdo de hematoxilina e eosina

(H&E).

3.5.1 Anédlise do processo inflamatorio no tecido pulmonar

O infiltrado inflamat6rio no tecido pulmonar foi analisado nas laminas coradas
com H&E por microscopia de luz (Olympus, CX31, Shinjuku, Téquio, Japédo). Foi
realizada a técnica de contagem de pontos e retas (Weibel 1963) para a

quantificacdo das células inflamatorias (mononucleares e polimorfonucleares) nas
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vias aéreas. Para todas as analises foram avaliados 10 campos de 4 vias aéreas

randomicamente selecionadas utilizando um aumento de 400X.

3.6 Deteccao dos niveis de citocinas e quimiocinas por ELISA

Os niveis de SCF e CCL3 foram quantificados no lavado broncoalveolar (LBA)
e tecido pulmonar, por ensaio imuno-enzimético (ELISA). O tecido pulmonar foi
homogeneizado em tamp&o com inibidores de proteases, com o uso de triturador-
homogeneizador elétrico (Labtech Eldorado, Selangor, Malaysia). Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram submetidas a banho de gelo por 1 hora,
sendo a cada 15 minutos vortexadas, e por fim centrifugadas a 10.000g por 20
minutos. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em freezer -80°C até o
momento das analises. Durante o ensaio, placas de 96 pocos (Nunc A/S, Roskilde,
Denmark) foram sensibilizadas com 50 pL/poco dos anticorpos primarios anti-SCF
e anti-CCL3 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) diluidos 1:250 em tampao
fosfato salina 1x (PBS 1x), pH 7,4 e incubadas por 17 horas a 4°C. Depois, a
placas foram lavadas 4 vezes com solucdo de lavagem (PBS 1x mais Tween 20
0,1%) para remocado do excesso de anticorpo, e bloqueadas por 1 hora em
temperatura ambiente (TA) com 100 uL PBS 1x mais albumina sérica bovina (BSA)
1% (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA). Apés 1 hora, as placas foram lavadas
novamente. Um volume de 50 pL de amostra do LBA ou do sobrenadante do tecido
pulmonar foi adicionado a placa. As respectivas curvas-padrédo foram feitas
utilizando as citocinas recombinantes purificadas SCF e CCL3 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) diluidas na base 2, em tamp&o PBS 1x mais albumina
sérica bovina (BSA) 1%. As placas foram incubadas por 3 horas em TA, e
posteriormente foram novamente lavadas. Um volume de 50 pL da mistura de

anticorpos biotinilados anti-SCF ou anti-CCL3 (R&D Systems, Minneapolis, MN,
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USA), diluidos 1:250, foi incubado por 1 hora em TA. Em seguida, as placas foram
lavadas, e foi adicionado estreptoavidina conjugada com peroxidase (1:2000)
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) por 30 minutos em TA. Decorrido o
tempo mencionado, apos a lavagem da placa, foi adicionado 50 pL de solucdo de
substrato cromogénico 3,3,5,5'-tetrametilbenzidina TMB (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) por 30 minutos & TA. A reacao entédo foi parada com 100 pL de solucéo
de acido sulftrico 1M (Gomes, Filho et al. 2008).

A quantificacdo da cor produzida nas reac0fes foi feita por espectrofotbmetro
(Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), em comprimento de
onda de 450 nm. A concentracdo de SCF e CCL3 foi calculada em pg/mL por

comparacao com os resultados da curva padréo.

3.7 Andlise da expressédo génica de Gob-5, Mucb5ac, Colla2 e receptores de
histamina por RT- PCR em tempo real
3.7.1 Extracéo e quantificagdo do RNA total
A extracdo do RNA total foi realizada por meio da adicdo do reagente Trizol
(Life Technologies- Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA) no tecido pulmonar (lobo
direito inferior), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para tanto, o
tecido pulmonar foi homogeneizado em 1mL de Trizol, com o uso de triturador-
homogeneizador elétrico (Labtech Eldorado, Selangor, Malaysia). Posteriormente,
foram adicionados 200 pL cloroformio (Merck, Milipore- Darmstadt, HE, Alemanha),
e em seguida, os tubos foram vigorosamente agitados e mantidos em repouso a TA
por 3 minutos. Na etapa seguinte, as amostras foram centrifugadas a 4°C, 13000 g,
por 15 minutos, e a fase aquosa superior a cada tubo foi retirada e acondicionada

em tubos novos. Para precipitacdo do RNA foram adicionados 1mL de alcool
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isopropilico (Merck, Milipore — Darmstadt, HE, Alemanha) para cada 1mL de fase
aguosa coletada. Entéo, as amostras foram estocadas a -20°C overnight.

No dia seguinte, os tubos foram centrifugados a 4°C, 13000 g, por 15 minutos,
para obtencéo dos precipitados. Posteriormente, estes precipitados foram lavados
com etanol (Merck, Milipore — Darmstadt, HE, Alemanha) a 75% e novamente
centrifugados a 4°C, 10000 g, por 10 minutos. Apds, o sobrenadante foi
desprezado e os precipitados formados foram dissolvidos em 15 pL de &gua
tratada com dietilprocarbonato (DEPC) (Applied Biosystems- Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) e estocados em freezer a -80°C. Para quantificacdo do RNA
total, aliquota de 2 pL de cada amostra de RNA obtido foi diluida em 98 uL de agua
destilada ultra pura — livre de DNAse/RNAse. A leitura foi realizada em
espectrofotometro (Spectra Mac 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA),
considerando as leituras nos comprimentos de onda de 280 e 260 nm.

3.7.2Transcricao reversa

Com o propdsito de eliminar possiveis contaminagdes por DNA genémico, o
RNA total das amostras foi tratado com DNAse | (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), e o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 2ug de RNA total,
por reacao de transcricdo reversa, com a utilizacdo de Kit High Capacity (Applied
Biosystems, Life Technologies — Carlsbad, CA, USA), ambos os kits, foram feitos
de acordo com instrugdes do fabricante.

3.7.3PCR quantitativo

A expressao quantitativa do RNAm para os diferentes alvos foi realizada por
meio das reacbes de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema Tagman
(Applied Biosystems, Life Technologies- Carlsbad, CA, USA), em um aparelho

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies



45

— Carlsbad, CA, USA). Para esta reacao foram utilizadas sondas inventoriadas
marcadas com fluor6foro FAM disponibilizadas pela mesma empresa. Séo elas
Mucsac  (MmO01276718 ml),  Gob-5  (Mm01320697_ml),  Colla2
(Mm00483888_m1), Hrhl (MmO00434002_s1), Hrh2 (Mm00434009 s1), Hrh3
(Mm00446706_m1) e Hrh4 (Mm00467634_m1l). Paralelamente, também foi
realizada a amplificacdo do gene constitutivo com sonda inventoriada
disponibilizada pela mesma empresa: B-actina (Actb —Mm00607939) fluoréforo

VIC.

Para obtencdo da melhor eficiéncia da reacédo, foram utilizadas diluicdes
seriadas de um pool de amostras de cDNA (1:2; 1:4; 1:8; 1:16: 1:32 e 1.64),
utiizando as concentracdes dos reagentes para o0 sistema Tagman

determinadas previamente.

Para realizacdo do ensaio adicionou-se a microplacas aliquotas de 2uL do
cDNA na melhor diluicdo encontrada no teste descrito acima, reagentes Tagman
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies — Carlsbad,
CA, USA), mais as sondas, tudo como determinado pelo fabricante, num volume
final de reacdo de 10puL. Esta reacdo de amplificacdo compreende em 2 minutos a
50°C; 10 minutos a 95°C; e 40 ciclos de 15 segundos & 95°C, e 1 minuto a 60°C,
conforme recomendado pelo fabricante. A determinacdo dos niveis de expresséo
dos genes alvos foi realizada pela quantificacéo relativa (RQ), utilizando-se a
equacdo RQ = 2 2ACT, para cada tratamento, foi detectado o valor de CT (cicle
threshold — ou ciclo limiar) tanto para o gene alvo quanto para o normalizador.
Esse valor representa o ponto em que o sinal de amplificagdo é detectado. O

valor do CT do gene alvo é subtraido do valor do CT do normalizador e resulta no
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valor de ACT; o valor de ACT do gene alvo €, entdo, subtraido do valor do ACT do
calibrador (controle ndo tratado), e € encontrado o valor de ACT. Este valor foi
utilizado na féormula do nivel de expressdo, onde o numero 2 representa a
somatoria da eficiéncia do gene alvo e do normalizador, considerando que ambos
0s genes possuem 100% de eficiéncia (Livak and Schmittgen 2001). Uma
amostra negativa (Aguado, Garcia-Madrona et al.) foi submetida a reacdo com

cada par das sequéncias das sondas inventoriadas utilizadas.

3.8 Producdo de muco e deposicdo de colageno nos cortes
histolégicos de tecido pulmonar

A producdo de muco e a deposicdo de colageno foram identificadas nos
cortes histologicos de tecido pulmonar dos camundongos, por coloracdo Alcian
Blue/Periodic Acid Schiff (Sigma- Aldrich) e kit para Tricrémio de Masson (Esay
Path, Sdo Paulo, SP, Brasil), respectivamente. Tanto 0 muco como o colageno séo
representados por coloracdo azul nos cortes histoldégicos. Os procedimentos
experimentais foram executados como recomendado pelo fabricante.

As imagens dos cortes histoldgicos foram capturadas em aumento de 400x
por camera digital (Leica, DFC 450, Weltzlar, HE, Alemanha), acoplada em um

microscoépio de luz (Leica, DM4000 B LED, Weltzlar, HE, Alemanha).

3.9 Analise estatistica dos dados

Os resultados foram apresentados por média + erro padréo da média (EPM),
submetidos a teste estatistico Two-way ANOVA seguido por pos-teste Bonferroni.
Foram considerados valores estaticamente significantes de p < 0,05. As analises
foram realizadas pelo software GraphPad Prism 6 (Graph Software, La Jolla, CA,

USA).
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Histamina induz migracdo de leucocitos no lavado broncoalveolar

(LBA) de camundongos

Camundongos estimulados com histamina em diferentes concentracées (10,
50 e 100 uM), por via intratraqueal, apresentaram migracdo de leucocitos em todos
0os periodos avaliados (6, 24 e 48 horas) quando comparados com 0S grupos
controle (Figura 1). Dentre os periodos analisados, evidenciamos que houve
migracdo de diferentes tipos de células, tais como: neutréfilos, mononucleares e
eosinofilos. Quanto & migracdo de neutrdéfilos, identificamos que o pico dessas
células ocorreu nos periodos de 6 e 24 horas, nas concentracdes 50 e 100 uM,
enquanto que em 48 horas foi evidente somente na concentracdo de 100 pM
(Figura 1A). Ja a migracdo de células mononucleares no LBA, foi observada no
periodo de 6 horas, nas concentracdes de 50 e 100 uM, enquanto que em 24 e 48
horas o pico foi na concentracéo de 100 uM (Figura 1B). Por outro lado, a migracéo
de eosindfilos foi demonstrada apenas em 48 horas, na concentracdo de 100 uM

(Figura 1C).
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Figura 1. Histamina induz migracdo de leucécitos no LBA de camundongos.

Migracdo de

Neutrofilos (A), Mononucleares (B) e Eosindfilos (C). Avaliada por citocentrifugacdo e contagem

diferencial de células. Dados expressos como Média + EPM de trés experimentos independentes, com

resultados semelhantes obtidos em cada momento. Valores significativos estdo representados por:

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 comparados com o grupo controle, no respetivo periodo.
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4.2 Histamina provoca alteragbes estruturais no tecido pulmonar de

camundongos

Os camundongos estimulados com histamina em diferentes concentragfes
(10, 50 e 100 pM) demonstraram alteracdes estruturais no tecido pulmonar em
todos os periodos analisados (6, 24 e 48 horas) quando comparados com 0S
grupos controle (Figura 2). Nos cortes histolégicos do tecido pulmonar de
camundongos estimulados com histamina, observamos infiltrado de células
inflamatdrias nas areas peribronquial e perivascular, edema e presenca de células
caliciformes nas vias aéreas (Figuras 2D-L). Evidenciamos que apds o estimulo
com histamina na concentracdo de 50 uM, em todos os periodos avaliados, houve
presenca de infiltrado inflamatério peribroncovascular com maior influxo de
neutrofilos, presenca de células caliciformes e reducdo da densidade do
parénquima pulmonar, o que afeta a superficie de trocas gasosas exacerbando a

resposta inflamatoria pulmonar.
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Figura 2. Histamina provoca alteragdes no tecido pulmonar de camundongos. Laminas de microscopia
coradas com H&E e fotografadas com ampliacdo de 400x dos grupos controle e histamina (10, 50 e 100 uM) no
periodo de 6 horas (A, D, G, e J), 24 horas (B, E, H, e K) e 48 horas (C, F, |, e L). As setas indicam a presenca
de infiltrado celular, células caliciformes e edema nos grupos estimulados com histamina. AL=Alvéolos,

BR=Brdénquio, BT= Bronquio terminal, TC= Tecido conjuntivo, VS=Vasos sanguineos.



52

4.3 Histamina induz migracdo de leuco6citos no tecido pulmonar de

camundongos

Os camundongos estimulados com histamina em diferentes concentragdes
(10, 50 e 100 pM) demonstraram migracdo de leucécitos no tecido pulmonar em
todos os periodos analisados (6, 24 e 48 horas) quando comparados com 0S
grupos controle (Figura 3). Observamos infiltragdo de neutréfilos no tecido
pulmonar no periodo de 6 horas, em todas as concentracfes testadas de
histamina, e em 24 horas o pico dessas células foi evidente nas concentracdes de
50 e 100 pM (Figura 3A). A maioria dos neutréfilos foram localizados no Iimen ou
ao redor do epitélio das vias aéreas. Ja a migracao de células mononucleares no
tecido pulmonar ocorreu em 6 e 48 horas nas concentragcdes de 10 e 50 uM,
enquanto que em 24 horas o pico foi pronunciado nas concentragdes de 50 e 100
UM (Figura 3B). Assim como observado no LBA, os camundongos estimulados com
histamina demonstraram migracdo de eosinofilos no tecido pulmonar apenas no

periodo de 48 horas na concentracdo de 100 pM (Figura 3C).
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Figura 3. Histamina induz migracao de leucécitos no tecido pulmonar de camundongos. Migragéo
de Neutréfilos (M), Mononucleares (N) e Eosindfilos (O) no tecido pulmonar, avaliada por contagem
diferencial. Dados sé@o expressos como Média + EPM (n=6). Valores significativos estao representados
por: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 comparados com 0O grupo controle, no respetivo

periodo.
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4.4 Histamina induz danos na tragueia de camundongos

Os cortes histologicos das traqueias de camundongos estimulados com
histamina em diferentes concentracbes (10, 50 e 100 pM), demonstraram
alteracdes estruturais em todos os periodos analisados (6, 24 e 48 horas) quando
comparados com o0s grupos controle (Figura 4). Os grupos estimulados com
histamina apresentaram o tecido epitelial pseudo-estratificado com células
caliciformes, enquanto que os animais dos grupos controle demonstraram esse
tecido inalterado (Figuras 4A-C). Além disso, os grupos estimulados com histamina
nas diferentes concentragcdes apresentaram obstrucdo do Iimen traqueal,
infiltracdo de leucadcitos, hipertrofia do musculo liso, edema e perda severa da

integridade epitelial da traqueia (Figuras 4D-L).
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Figura 4. Histamina causa danos severos na traqueia de camundongos. Laminas de microscopia
coradas com H&E e fotografadas com ampliagdo de 100x e 400x dos grupos controle e histamina (10, 50
e 100 uM) no periodo 6 horas (A, D, G, e H), 24 horas (B, E, H, e K), e 48 horas (C, F, I, e L). As setas
pretas indicam area danificada, obstrucdo da luz traqueal e perda severa da integridade epitelial; as
vermelhas indicam tecido epitelial de revestimento pseudo-estratificado alterado, presenca de células
caliciformes, e infiltracdo leucocitaria nos grupos desafiados com histamina. Os asteriscos indicam

hipertrofia do musculo liso traqueal e edema. CH: Cartilagem Hialina.
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4.5 Producado de SCF e CCL3 no LBA e no tecido pulmonar de camundongos
estimulados por histamina
Para determinar qual mediador inflamatério pode estar envolvido na migracao
celular leucocitaria, avaliamos os niveis de SCF e CCL3 (Figura 5). No LBA,
observamos que ha aumento nos niveis de SCF em 6 e 24 horas na concentracéo de
50 uM, enquanto que em 48 horas houve aumento apenas na concentracdo de 10
MM. J& os niveis de CCL3, no LBA, demostraram aumento na concentracdo de 50 e
100 uM, no periodo de 6 horas e em 24 horas somente na concentracdo de 50 uM
(Figuras 5A e B). Por outro lado, no tecido pulmonar houve aumento dos niveis de
SCF no periodo de 6 horas nas concentracdes de 50 uM, e em 24 e 48 horas houve
aumento significativo nas concentracfes de 10 e 50 uM (Figura 5C). Em relacdo aos
niveis de CCL3 no tecido pulmonar, verificamos que houve aumento somente na

concentracdo de 50 uM, em todos os periodos avaliados (Figura 5D).
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Figura 5. Histamina induz producéo de SCF e CCL3 no LBA e tecido pulmonar de camundongos. Niveis
de SCF e CCL3 no LBA (A e B) e no tecido pulmonar (C e D) dos grupos controle e histamina em diferentes
concentrac¢des (10, 50 e 100 pM) e periodos (6, 24 e 48 horas) por ELISA. Dados séo expressos como Média +
EPM (n=6). Valores significativos sé@o representados por: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001, quando

comparados com o grupo controle, no respectivo periodo.
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4.6 Expressao génica de receptores de histamina no tecido pulmonar de
camundongos, apods o estimulo com histamina
A expressdo génica dos receptores de histamina (HiR, H2R, H3R e H4R) foi
analisada por RT-PCR em tempo real (Figura 6). Observamos que a expressao de
H1R foi aumentada em camundongos estimulados com histamina 50 uM e 100 pM
no periodo de 6 horas, enquanto que no periodo de 24 horas este aumento foi
observado somente na concentracdo de 50 uM (Figura 6A). Por outro lado, a
expressdo de H2R apresentou aumento nas concentracdes de 100 uM e 10 pM, nos
periodos de 6 e 24 horas respectivamente (Figura 6B). JA& a expressdo de HsR,
houve aumento somente no periodo de 6 horas na concentracédo de 100 uM (Figura
6C). Por fim, a expressao de HsR apresentou aumento significativo na concentracao
de 50 pM, nos periodos de 6 e 24 horas, enquanto que em 48 o aumento foi

evidente apenas na concentracao de 10 uM (Figura 6D).
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Figura 6. Expresséo génica dos receptores de histamina no tecido pulmonar de camundongos. Expressao
génica HiR (A), H2R (B), H3R (C) e H4R (D) nos grupos controle e histamina em diferentes concentrac¢des (10, 50
e 100 uM) e periodos (6, 24 e 48 horas). Dados séo expressos como Média + EPM (n=6). Valores significativos
representados por: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001, quando comparados com o grupo controle, no

respectivo periodo.
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4.7 Histamina induz producao de muco no tecido pulmonar de camundongos
Em nosso estudo, apds a instilacdo intratraqueal de histamina, avaliamos a
resposta inflamatdria e observamos alteracbes no tecido pulmonar, tais como
aumento de células caliciformes e producdo de muco (Figura 7). Na analise
histolégica do tecido pulmonar, observamos a producdo de muco em todas as
concentracfes testadas de histamina, principalmente nas concentracbes de 50 e
100uM, em todos os periodos analisados (Figura 7G-L). A hiperplasia das células
caliciformes nado foi observada nos grupos controle, mas foi observada nos

camundongos estimulados com histamina nas diferentes concentracoes.
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Figura 7. Histamina induz producdo de muco, e expressdo génica de Gob-5 e Muc5ac no
tecido pulmonar de camundongos. Cortes histoldgicos de pulm&o corados com Alcian
Blue/Periodic Acid Shiff dos grupos controle e histamina (10, 50 e 100 uM) no periodo 6 horas (A, D,
G, e H), 24 horas (B, E, H, e K), e 48 horas (C, F, |, e L). As setas indicam inflamacg&o das vias
aéreas com presenga de células caliciformes e muco na parede interna do brénquio dos animais

estimulados com histamina.
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4.8 Histamina induz expressao génica de Gob-5 e Mucbac no tecido pulmonar
de camundongos
A producdo de muco esta associada a hiperplasia das células caliciformes, e a
diferenciacdo dessas células pode ser mediada por Gob-5 (Nakanishi, Morita et al.
2001). Sendo assim, evidenciamos aumento significativo na expressao génica de
Gob-5 e Muc5ac em 24 horas, nas concentracdes 50 e 100 pM de histamina
(Figuras 8A e B). Antes de evidenciarmos o periodo em que houve maior producdo
de muco e também maior expressdo de Mucbac, ocasionalmente alguns
camundongos morreram, sugerindo que a funcao respiratoria ficou comprometida

apos o estimulo com histamina (dados nao demonstrados).
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Figura 8. Histamina induz expressao génica de Gob-5 e Muc5ac no tecido pulmonar de camundongos.
Expressao génica de Gob-5 (A) e Mucbac (B). Dados sédo expressos como Média + EPM (n=6). Valores
significativos estdo representados por: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001, quando comparados com o

grupo controle, no respectivo periodo.
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4.9 Histamina induz deposicdo de colageno e expressao génica de Colla2 no
tecido pulmonar de camundongos

Em nosso modelo experimental, observamos também anormalidades
estruturais no tecido pulmonar de camundongos estimulados com histamina, tais
como: componente vascular dilatado e congesto, edema, hipertrofia das fibras
musculares e deposicdo excessiva de colageno (Figuras 9D-L). Essas alteracdes
contribuem para o espessamento e diminuicdo do parénquima pulmonar. Avaliando
a expressao génica de Colla2, observamos que no periodo de 6 horas, nas
concentracfes 50 e 100 puM houve aumento significativo, em 24 horas houve
aumento em todas as concentracdes de histamina, enquanto que em 48 horas o

aumento foi evidente somente na concentracdo de 100 uM (Figura 9M).
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Figura 9. Histamina induz expresséo génica de Colla2 e deposicdo de colageno no tecido ulmonar de
camundongos. Cortes histolégicos de pulmao corados com Tricomio de Masson dos grupos controle e histamina
(10, 50 e 100 puM) no periodo 6 horas (A, D, G, e H), 24 horas (B, E, H, e K), e 48 horas (C, F, |, e L). As setas
indicam deposi¢céo de colageno (corado em azul) no tecido pulmonar, nas regides peribronquial e perivascular nos
animais estimulados com histamina. Expresséo génica de Colla2 (M). Dados séo expressos como Média + EPM
(n=6). Valores significativos estdo representados por: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001, quando
comparados com o grupo controle, no respectivo periodo.
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4.10 DEX e/ou LOR diminui a migracdo de leucdécitos no LBA e tecido
pulmonar, de camundongos estimulados com histamina

A infiltracdo de células inflamatoérias nas vias aéreas, evidente nos periodos
de 6 e 24 horas ap0s a instilacéo intratraqueal de histamina 50 pM, foi nitidamente
suprimida no LBA e no tecido pulmonar (Figura 10). LOR foi capaz de inibir
parcialmente a migracdo de neutrofilos no LBA, mas n&do no tecido pulmonar as 6
horas (Figuras 10A e B). No entanto, em 24 horas, observamos que LOR diminuiu
parcialmente a migracdo de neutrofilos no LBA (Figura 10A) e tecido pulmonar
(Figura 10B). Por outro lado, o pré-tratamento com DEX isolada ou associada com
LOR, foi capaz de diminuir o infiltrado neutrofilico no periodo de 6 e 24 horas no
LBA e no pulmdo, porém a associacdo farmacologica dessas drogas foi
potencializada no pulmao. Apesar do efeito potente de DEX associada a LOR na
migracdo de células inflamatérias para as vias aéreas, esta associacao
farmacolégica nédo teve efeito significativo sobre a hiperplasia de células

caliciformes as 6 e 24 horas (Figuras 10K e L).
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Figura 10. Efeitos da LOR e/ou DEX na migracé&o de leucdcitos no LBA e tecido pulmonar de camundongos
estimulados com histamina. Migracdo de Neutréfilos no LBA (A) e tecido pulmonar (B). Cortes histolégicos do
tecido pulmonar de camundongos, corados com H&E fotografadas com ampliagdo de 400x dos grupos controle (C e
D), H50 (E e F), LOR (G e H), DEX (I e J),DEX + LOR (K e L) nos periodos de 6 e 24 horas. As setas indicam
infiltrado leucocitario, presenca de células caliciformes e obstru¢do bronquial. Dados sdo expressos como média +
EPM (n=6). Os valores significativos sdo representados por: *p<0.05 comparados com grupo controle; **p<0.05
comparados com grupo tratado com histamina 50 uM; #p<0.05 comparados drogas isoladas VS drogas associadas.
H50= Histamina 50uM; LOR= Loratadina; DEX= Dexametasona e DEX+LOR=Dexametasona e Loratadina.
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411 DEX e/ou LOR reduz alteragcbes na traqueia de camundongos
estimulados com histamina

No exame histologico da traqueia, observamos que a alteracdo estrutural
induzida por histamina 50 yM as 6 e 24 horas, tais como presenca de glandulas
mucosas, foi reduzida com DEX isolada ou associada a LOR (Figura 11). LOR
isolada ndo demonstrou efeito benéfico nas alteracdes estruturais induzida pela
histamina na traqueia (Figuras 11E e F), enquando que o pré-tratamento apenas
com DEX, ou a associacao farmacolégica de DEX e LOR, diminuiu a obstrucdo no
[limen traqueal, infiltracdo de leucdcitos, reduziu a hipertrofia no musculo liso

traqueal, bem como as glandulas mucosas (Figuras 11G-J).
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Figura 11. Efeitos da LOR e/ou DEX na traqueia de caundongos estimuiados com histamina.
Laminas de microscopia coradas com H&E e fotografadas com ampliacdo de 100x e 400x dos
grupos controle (A e B), H50 (C e D), LOR (E e F), DEX (G e H) e DEX+LOR (I e J) nos periodos 6 e
24 horas. As setas pretas indicam area danificada, obstrucdo da luz traqueal e perda severa da
integridade epitelial; as vermelhas indicam tecido epitelial de revestimento pseudo-estratificado
alterado, presenca de células caliciformes e infiltracdo leucocitaria nos grupos estimulados com

histamina. Os asteriscos indicam glandulas mucosas. CH: Cartilagem Hialina.
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4.12 DEX e/ou LOR diminui os niveis de producdo de SCF e CCL3 no LBA e
tecido pulmonar de camundongos estimulados com histamina

Os camundongos estimulados com histamina 50uM demonstraram aumento
significativo nos niveis de SCF e CCL3 quando comparados com 0S Qrupos
controle, tanto no LBA como no tecido pulmonar, nos periodos de 6 e 24 horas
(Figura 12). No periodo de 6 horas, LOR e DEX, isoladas ou associadas, diminuiu a
producdo dos niveis de SCF e CCL3 no LBA, enquanto que em 24 horas LOR
isolada ndo demonstrou diminuicao significativa de SCF e CCL3 (Figuras 12A e B).
Por outro lado, no tecido pulmonar houve diminuicdo dos niveis de SCF no grupo
tratado com DEX associada a LOR, e de CCL3 nos grupos tratados com DEX
isolada ou associada a LOR no periodo de 6 horas, enquanto que em 24 horas a
associacao farmacolégica entre DEX e LOR diminui os niveis tanto SCF como de

CCL3 (Figuras 12C e D).
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Figura 12. Efeitos de LOR e/ou DEX nos niveis de SCF e CCL3 no LBA e tecido pulmonar de camundongos
estimulados com histamina. Niveis de SCF e CCL3 no LBA (A e B) e no tecido pulmonar (C e D) por ELISA.
Dados sdo expressos como meédia + EPM (n=6). Valores significativos sdo representados por: *p<0.05
comparados com grupo controle; **p<0.05 comparados com grupo tratado com histamina 50 pM; #p<0.05
comparados drogas isoladas VS drogas associadas. H50= Histamina 50uM; LOR= Loratadina; DEX=

Dexametasona e DEX+LOR=Dexametasona e Loratadina.
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4.13 DEX diminui a expressao génica de HiR e H4R

A expresséo génica de HiR e H4R foi analisada por RT-PCR em Tempo Real
(Figura 13). A expressdo de Hi:R e HsR foi observada em camundongos
estimulados por instilacéo intratraqueal de histamina 50 uM, nos periodos de 6 e 24
horas. LOR diminuiu a expressdo génica de HiR, enquanto que DEX isolada ou
associada a LOR suprimiu a expressdo de HiR nos periodos analisados (Figura
13A). O pré-tratamento com DEX, isolada ou associada, diminuiu significativamente
a expressdo de HsR nos periodos de 6 e 24 horas, no entanto LOR (antagonista de

H1R) ndo afetou a expressao de H4R (Figura 13B).
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Figura 13. DEX diminui a expressé@o génica de HiR e HsR de camundongos estimulados com histamina.
Expresséo génica de HiR (A) e H4R (B) avaliada em 6 e 24 horas ap0s a instilagdo intratraqueal de histamina 50
pUM. Dados sdo expressos como Média + EPM (n=6). Valores significativos sdo representados por: *p<0.05
comparados com grupo controle; **p<0.05 comparados com grupo tratado com histamina 50 uM; #p<0.05
comparados drogas isoladas VS drogas associadas. H50= Histamina 50uM; LOR= Loratadina; DEX=

Dexametasona e DEX+LOR=Dexametasona e Loratadina.
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4.14 DEX diminui a producdo de muco no tecido pulmonar de camundongos

estimulados por histamina

Os camundongos estimulados por instilacao intratraqueal de histamina 50uM,
pré-tratados com DEX e/ou LOR ndo demonstraram efeito significativo sobre a
hiperplasia de células caliciformes, porém demonstraram reducdo nas alteracdes
vasculares (Figuras 14A-J). Quanto a presenca de muco no tecido pulmonar apds o
estimulo com histamina, identificamos que os animais pré-tratados com DEX
isolada, ou associada com LOR, apresentaram diminui¢cdo consideravel em relagéo

aos animais que nao receberam tratamento (Figura 14G-J).
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Figura 14. Efeitos da LOR e/ou DEX na produgdo de muco em camundongos estimulados por histamina
50uM, nos periodos de 6 e 24 horas. Cortes histolégicos de pulméo corados com Alcian Blue/Periodic Acid
Shiff (A-J). As setas pretas demonstram intensa inflamacao das vias aéreas, hiperplasia de células caliciformes

e producéo de muco.
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4.15 DEX e/ou LOR inibe a expressdo génica de Gob-5 e Mucbac no tecido

pulmonar de camundongos estimulados por histamina

O aumento significativo da expressao génica de Gob-5 vista em 24 horas, apos
o estimulo com histamina, foi diminuida significativamente em camundongos pré-
tratados com DEX e/ou LOR (Figuras 15A). JA4 a expressdo génica de Mucbhac,
observada no mesmo periodo que Gob-5, demonstrou diminuicdo nos grupos pre-

tratados com DEX isolada ou associada com LOR (Figura 15B).
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Figura 15. Efeitos da LOR e/ou DEX na expressdo génica de Gob-5 e Muc5ac em camundongos
estimulados por histamina 50uM, nos periodos de 6 e 24 horas. Expressao génica de Gob-5 e Mucbhac,
apos instilacéo intratraqueal de histamina 50 uM, nos periodos 6 e 24 horas (A e B). Dados sdo expressos
como Média + EPM (n=6). Valores significativos representados por: *p<0.05 comparados com grupo controle;
**p<0.05 comparados com grupo tratado com histamina 50 puM; #p<0.05 comparados drogas isoladas VS
drogas associadas. H50= Histamina 50uM; LOR= Loratadina; DEX= Dexametasona e

DEX+LOR=Dexametasona e Loratadina.
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4.16 DEX e/ou LOR diminui a deposicado de colageno no tecido pulmonar de

camundongos estimulados por histamina

Os camundongos estimulados por instilacéo intratraqueal de histamina 50uM,
pré-tratados com DEX e/ou LOR demonstraram reducéo nas alteracdes vasculares,
edema e na deposi¢céo de colageno no tecido pulmonar, tanto na area peribronquial
quanto na area perivascular (Figuras 16A-J). Quanto a expressdo génica de
Colla2, observamos que o0s animais pré-tratados com DEX e/ou LOR
demonstraram diminuic&o significativa, em ambos os periodos avaliados (Figura 16

K).
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Figura 16. Efeitos da LOR e/ou DEX na deposicdo de colageno e expresséo génica de Colla2 no
tecido pulmonar de camundongos estimulados por histamina 50uM, nos periodos de 6 e 24 horas.
Cortes histolégicos de pulmédo corados com Tricbmio de Masson (A-J). As setas amarelas indicam a
deposicao de colageno (corado em azul) nas regides peribronquial e perivascular. Expresséo génica de
Colla2, apos instilagdo intratraqueal de histamina 50 pM, nos periodos 6 e 24 horas (K). Dados séo
expressos como Média + EPM (n=6). Valores significativos representados por: *p<0.05 comparados com
grupo controle; **p<0.05 comparados com grupo tratado com histamina 50 uM; #p<0.05 comparados

drogas isoladas VS drogas associadas.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que a histamina foi capaz de induzir
inflamacéo das vias aéreas, caracterizada por migracdo de leucdcitos, producao
de SCF e CCL3, alteragbes na traqueia e no tecido pulmonar, tais como
hiperplasia de células caliciformes, producédo de muco e deposi¢céo de colageno; e
todos esses efeitos podem estar sendo mediados pelos receptores Hi e/ou Ha.

O modelo murino utilizado em nosso estudo demonstrou que a histamina é
um potente indutor de inflamac&o das vias aéreas. Os animais estimulados com
histamina em diferentes concentracfes, por técnica cirdrgica, demonstraram
migracdo de leucdcitos no LBA e no tecido pulmonar. Poucos estudos utilizam
histamina como um indutor inflamatorio (Kondo, Nakata et al. 2012). A maioria
dos estudos utilizam diferentes alérgenos, como ovalbumina (OVA), extratos de
acaro (HDM), Alternaria alternata ou baratas (Sarpong, Zhang et al. 2003,
Johnson, Wiley et al. 2004, Cicmil 2013), enquanto que a acao direta da histamina
(mediador inflamatério) € pouco explorada em modelos experimentais de
inflamacédo das vias aéreas. Considerando essas evidéncias, e o fato de que a
histamina orquestra importantes eventos da cascata inflamatoria, reveste-se de
importancia compreender e avaliar os seus efeitos na resposta inflamatéria
pulmonar.

A histamina induziu a migracdo de neutréfilos no LBA (Fig. 1A), bem como
no tecido pulmonar (Fig. 3A). Sendo que o pico dessas ceélulas ocorreu nos
periodos de 6 e 24 horas apos o estimulo. A migracdo de neutrofilos no LBA
observado neste estudo foi consistente com estudos prévios em modelo de
exposicdo aguda ao HDM, porém esses estudos demonstraram declinio na

infiltracdo neutrofilica enquanto os nossos dados demonstraram que pelo menos
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24 horas ap0s instilacéo intratraqueal de histamina houve aumento persistente de
neutrofilos (Piyadasa, Altieri et al. 2016). Outro estudo usando Alternaria alternata,
alergéno fungico ligado ao desenvolvimento de asma severa, observou
recrutamento de células inflamatérias com predominante populacdo de neutréfilos
no LBA e também no tecido pulmonar, corroborando com o0s nossos resultados
(Cicmil 2013). Esses dados sugerem que a histamina possa ter ativado receptores
Hi expressos nas células endoteliais vasculares, promovendo assim o aumento
na expressao de moléculas de adesao, tal como P-selectina, E- selectina e ICAM-
1, as quais favorecem a migracéo leucocitaria para o foco inflamatério, ou entdo a
histamina pode ter aumentado a producédo de fatores quimiotaticos por células
residentes. Vale ressaltar que ndo ha relatos sobre o componente celular
envolvido na resposta inflamatoéria das vias aéreas induzida pela histamina.

Além dos neutréfilos, a histamina induziu a migracdo de células
mononucleares no LBA (Fig. 1B) e no tecido pulmonar (Fig. 3B). Este evento ja foi
documentado em modelos de asma brdénquica, tanto em humanos (Falcai, Soeiro-
Pereira et al. 2015) como em murinos (Temelkovski, Hogan et al. 1998,
Henderson, Chi et al. 2002). As células mononucleares e seus produtos podem
desempenhar um importante papel na patogénese da asma. Estudos anteriores
demonstram que as células mononucleares podem liberar mediadores
inflamatorios, como IL-4 e IL-12, os quais podem agravar o desenvolvimento da
inflamacgéo das vias aéreas (Meyts, Hellings et al. 2006, Falcai, Soeiro-Pereira et
al. 2015). Sabe-se que a infiltracdo de células mononucleares no processo
inflamatoério das vias aéreas, reflete uma reacdo persistente a agressao tecidual,
com posterior tentativa de reparacdo, ou seja, a presenca dessas células em

nosso modelo sugere que a histamina ndo sé induz inflamacgéo, como também
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pode ser responsavel pela antecipacdo de eventos vistos preferencialmente em
modelos crénicos, como é o0 caso do processo de remodelamento das vias
aéreas. Ja a migracao de eosinofilos para o lumen das vias aéreas, foi observada
somente 48 horas apos o estimulo com histamina, o que ja esperado, uma vez
que a predominancia dessas células é demonstrada em modelos cronicos
(Johnson, Wiley et al. 2004).

Considerando que a funcédo pulmonar pode ser potencialmente afetada em
muitos pacientes com disturbios inflamatdrios nas vias aéreas, observamos que a
histamina promoveu alteracfes estruturais no tecido pulmonar (Fig. 2D-L). Além
disso, induziu danos a traqueia, tais como espessamento da musculatura lisa,
edema e obstrucdo do limen traqueal, 0 que pode agravar a resposta inflamatoria
(Fig. 4D-L). Ja foi relatado que a estimulacdo das vias aéreas por mediadores
inflamatorios, bem como o acumulo de células inflamatérias e a hipertrofia do
musculo liso podem contribuir para o estreitamento do lamen brénquico e traqueal
(Ebina, Takahashi et al. 1993). A investigacdo sobre alteracbes na traqueia,
devido a inflamacéo alérgica, é escassa; ha poucos estudos que avaliam as
alteracdes estruturais e danos na traqueia (Teng, Wang et al. 2008, Kondo,
Nakata et al. 2012). Estudos anteriores avaliaram mudancas na tragueia
envolvendo histamina (Jacques, Spur et al. 1991, Wells, Hanafi et al. 1996,
Gourgoulianis, lliodromitis et al. 1998), porém até o momento 0s nossos achados
sdo os primeiros a demonstrar alteracbes no tecido pulmonar e na traqueia,
concomitantemente, em modelo muurino de inflamacéo das vias aéreas induzido
por histamina. Outros autores demonstram apenas alteragdes estruturais no
tecido pulmonar, sem alteragGes estruturais na traqueia. No que se refere as

alteracdes pulmonares, h&d na literatura modelos crénicos que evidenciam
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inflamac&o pulmonar, caracterizada por alteracbes estruturais, hiperplasia de
células caliciformes e migracdo de leucdcitos, porém os autores relatam que
essas alteracOes ocorreram antes da migracao de eosinofilos (Blyth, Pedrick et al.
1996). Da mesma forma, em nosso estudo, as alteracdes estruturais no tecido
pulmonar e na traqueia ocorreram antes da migracdo dos eosinofilos, uma vez
que identificamos que houve maior migracdo de neutréfilos e mononucleares.
Esses resultados sugerem a importancia de estudar a etiologia de doencas
respiratdrias em que ha a migracdo de neutrofilos, o que caracteriza uma
desordem aguda e ndo-atdpica, e também investigar se células residentes como
células mononucleares age amplificando o processo inflamatério. A compreensao
desses eventos contribuiria com o tratamento e a prevencdo dessas doencas,
considerando que a maioria dos estudos sao estritamente voltados para
desordens atopicas, em que ha maior predominancia de eosindfilos.

A migracao de leucdcitos no LBA e no tecido pulmonar observado em nosso
modelo pode ser desencadeada diretamente pela histamina, ou pode ter a
participacdo de outros mediadores inflamatérios, como ja& mencionado. Neste
estudo, observamos que a histamina induziu a producdo de SCF e CCL3 (Fig.5).
Estudos anteriores demonstram que CCL3 contribui para a migracdo de
neutréfilos para o epitélio das vias aéreas, usando diferentes receptores de
qguimiocinas (Lloyd 2002, Ramos, Canetti et al. 2005), além disso ha relatos de
que a ativacdo de Ha em células NK induz a produgcdo de CCL3 (MOMMERT et
al., 2015). Ja o papel de SCF na inflamacdo pulmonar foi descrito anteriormente;
na literatura, os autores demonstram que a hiperresponsividade das vias aéreas
induzidas por SCF depende da ativacdo de mastécitos em camundongos normais

(Campbell, Hogaboam et al. 1999). Além disso, outros estudos mostram que SCF
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estimula células do musculo liso tragueal a produzir TGF-B e FGF-2, mediada
pela producdo de CCL3 (Oliveira, Danilucci et al. 2016). Outros resultados
sugerem que SCF induz hiperplasia das células caliciformes, favorecendo a
producdo de muco, e que essa citocina apresenta niveis elevados em casos de
asma, demartite atopica e rinite alérgica (Da Silva, Reber et al. 2006). Esse
aumento na producdo de SCF e CCL3 em nosso estudo sugere que a histamina
poderia engatilhar a liberacdo desses mediadores, provavelmente pela ativacao
de Hi elou Hi, e consequentemente induzir a migracdo de leucdcitos,
amplificando a resposta inflamatéria das vias aéreas.

O efeito da histamina sobre o processo alérgico € dependente de
receptores especificos (Hi, Hz, Hs e H4), sendo que Hs foi recentemente descrito e
ha poucos estudos sobre os efeitos desse receptor (O'Reilly, Alpert et al. 2002). A
ligacdo da histamina a esses receptores produz efeitos que podem agravar a
resposta inflamatéria. Em nosso estudo, observamos aumento da expressao
génica de Hy e Hs as 6 e 24 horas apds a resposta inflamatéria induzida por
histamina (Fig. 6). Isso sugere que esses receptores estdo envolvidos em nosso
modelo inflamatério das vias aéreas. Estudos demonstram que a histamina é
capaz de induzir broncoespasmo através do receptor Hi, e que Ha participa de
respostas do tipo Thl, promovendo a quimiotaxia de células inflamatérias, tais
como neutréfilos, células dendriticas e mastécitos (White 1990, Takeshita, Sakai
et al. 2003). Além disso, estudos in vivo demonstraram que Hs4 atua como
mediador da resposta inflamatéria (Takeshita, Sakai et al. 2003, Thurmond, Desai
et al. 2004, Varga, Horvath et al. 2005, Dunford, O'Donnell et al. 2006).

Coletivamente, esses achados recentes e 0s nossos dados, conduzem a uma
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reavaliacdo do papel da histamina e de seus receptores nas respostas
imunes/inflamatorias.

A hiperresponsividade das vias aéreas (ou brénquica) é uma caracteristica
importante na inflamacdo aguda e cronica das vias aéreas, e consiste numa
resposta broncoconstritora exagerada em resposta a um estimulo (Johnson, Wiley et
al. 2004). A producao de muco também pode intensificar a broncoconstricdo. Nesse
estudo, observamos que a histamina além de induzir migracdo de leucdcitos,
também induz a producdo de muco no tecido pulmonar (Fig.7). Também
evidenciamos que o pico da expresséo génica de Gob-5 e Muc5ac foi em 24 horas
apos o estimulo com histamina em altas concentracdes (Fig. 8). O aumento da
expressao de Muc5ac pode estar diretamente relacionado ao aumento da expressao
de Gob-5, uma vez que estudos anteriores demonstraram que canais de cloreto
dependentes de calcio 1 (CLCALl) presentes no epitélio das vias aéreas estao
envolvidos na diferenciacdo de células caliciformes, aumentando assim a producao
de muco (Toda, Tulic et al. 2002). No entanto, h& controvérsias de que a expressao
dos genes Mucb5ac e Gob-5 é regulada de forma independente, ou seja, pode haver
aumento de expressdo de Muc5ac sem que haja aumento da expressédo de Gob-5
(Kondo, Tamaoki et al. 2002, Thai, Chen et al. 2005). Estudos anteriores revelam
gue a instilacao intratraqueal de IL-13 em camundongos induz a expressao génica
de Mucbac e Gob-5 apos 24 horas, e esses resultados corroboram com 0S N0OSsSo0S
achados (Thai, Chen et al. 2005). Contudo, nossos resultados sugerem que a
histamina esteja ativando a producdo e liberacdo de citocinas importantes na
producdo de muco, como por exemplo IL-13.

Além do processo inflamatério causado pela histamina em nosso estudo,

observamos que existem outros eventos que levam ao declinio a funcdo pulmonar.
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Paralelamente ao processo inflamatério, observamos que a histamina induziu a
deposicao de colageno e expressao génica de Colla2, caracterizando o processo de
remodelamento das vias aéreas (Fig. 9). Estudos anteriores utilizando modelo
alérgico agudo desafiado com HDM, observaram inflamacdo pulmonar e
remodelamento das vias aéreas sem deposicao de colageno (Piyadasa, Altieri et al.
2016). O modelo utilizado em nosso estudo € o primeiro a demonstrar inflamacao e
remodelamento das vias aéreas com deposicdo de colageno, concomitantemente.
Sendo assim, o0 nosso modelo experimental pode ser usado para compreender 0s
mecanismos envolvidos no remodelamento das vias aéreas, uma vez que é
importante encontrar novas estratégias terapéuticas que possam previnir ou diminuir
o dano epitelial das vias aéreas.

Considerando que a histamina € um importante mediador que participa de
varios eventos essenciais da resposta imune, e influencia numerosas funcbes de
células do sistema imunologico (Casale, Wood et al. 1987), o uso de anti-
histaminicos tem sido avaliado em diferentes modelos experimentais, e demonstrado
efeitos benéficos sobre o processo inflamatério (Fireman, Skoner et al. 1987,
Kaneta, Yanaguimoto et al. 1993). Em nosso estudo, a resposta inflamatéria
evidenciada nos periodos 6 e 24 horas ap6s estimulo com histamina apresentou
divergéncia com o uso de loratadina (antagonista de receptor Hi), ou seja, LOR
inibiu parcialmente a migracdo de neutrofilos no LBA mas ndo no tecido pulmonar
(Fig.10). Esses resultados sugerem que a histamina esta parcialmente envolvida a
migracdo de leucdcitos no LBA, mas ndo no tecido pulmonar, e que outros
mediadores inflamatorios, tais como SCF e CCL3, podem estar envolvidos. Outros
estudos investigaram a capacidade da LOR em inibir a resposta alérgica em animais

(Kreutner, Chapman et al. 1987) e em humanos (Town and Holgate 1990,
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Andersson, Nolte et al. 1991). Por outro lado, também ha evidéncias de que LOR é
efetiva na inflamacdo das vias aéreas apenas quando associada a outra droga,
como anti-leucotrienos e glicocorticéides (Corren, Harris et al. 1997, Benitez, Arvizu

et al. 2005).

Os glicocorticoides sado os mais utilizados, porque diminuem a inflamacéo das
vias aéreas por multiplos mecanismos, embora existam evidéncias de resisténcia
aos glicocorticoides em doencas como Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica
(DPOC) (Barnes 2000), choque séptico (Bone, Fisher et al. 1987) e fibrose pulmonar
idiopatica (Davies, Richeldi et al. 2003). Além disso, estudos demostram que
corticéides inibem indiretamente varios tipos de células inflamatérias e também a
ativacdo de linfocitos T, consequentemente inibe a liberacdo de citocinas e
quimiocinas responséaveis pelo agravamento do processo inflamatério das vias
aéreas (Jaffuel, Mathieu et al. 1999, Belvisi 2004). Em nosso estudo, observamos
que DEX foi capaz de inibir a migracdo de neutréfilos no LBA e no tecido pulmonar,
sugerindo que possivelmente a histamina tenha ativado a migracado dessas células
de modo indireto, ou seja, com a participacdo de outros mediadores inflamatorios, os

quais foram liberados apés o estimulo, tais como SCF e/ou CCL3.

As alteracdes estruturais observadas tanto na tragueia quanto no tecido
pulmonar, apds o estimulo com histamina, foram reduzidas de forma significativa nos
animais pré-tratados com DEX (Figs. 10 e 11). Sabe-se que as altera¢cdes nas vias
aéreas podem ser decorrentes da interacdo de diversos componentes do sistema
imunoldgico, tais como células e uma gama de mediadores inflamatérios. Ha
evidéncias na literatura de que a DEX é capaz de reduzir a lesdo pulmonar aguda
causada por diferentes alérgenos, e também por ventilagdo mecanica em modelo

experimental (Ramsay et al, 1998; Otha et al., 2001), porém ndo constam relatos
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sobre os efeitos desse glicocorticoide na traqueia apés desafio com histamina, o que
faz dos nossos dados relevantes. A reducédo das alteracdes estruturais na tragueia
e no pulmédo, devido ao uso de dexametasona, podem ter se dado por dois
mecanismos: inibicdo da quimiotaxia e ativacao de leucécitos nos pulmdes, ou entdo
pela inibicdo de fatores de transcricdo que promovem a liberacdo de citocinas e
guimiocinas. Visto que os corticoéides efetivamente inibem ambos os mecanismos,
reduzindo assim o influxo de leucdcitos para as vias aéreas e sua ativacao, inibindo
ou minimizando assim lesdes, esses efeitos poderiam explicar os nossos achados,
gue demonstraram que 0S animais pré-tratados com DEX apresentaram leséo

traqueal e pulmonar mais leve.

Muitos mediadores inflamatérios sdo produzidos durante o0 processo
inflamatoério das vias aéreas. Observamos que os niveis elevados de SCF e CCL3
as 6 horas, foram diminuidos com DEX e/ou LOR no LBA, e que o pré-tratamento
com LOR nao demonstrou reducao significativa de SCF e CCL3 as 24 horas, tanto
no LBA como no tecido pulmonar (Fig.12). H& outros relatos que demonstram que o
uso de anti-histaminicos, como a terfenadina, reduz os sintomas e melhora a funcéo
pulmonar na asma leve e moderada, e que LOR né&o produz melhora significativa,
exceto quando associada a pseudoefedrina, o que melhora significativamente os
sintomas da asma, inclusive o fluxo respiratério (Rafferty, Jackson et al. 1990,
Corren, Harris et al. 1997). Assim, a reducao observada de SCF e CCL3 em nosso
estudo, pode ser atribuida ao fato de que os corticoides inibem varios aspectos do
processo inflamatério, diminuindo a transcricdo de genes e, conseguentemente,
inibindo a transcricdo da maioria das citocinas e quimiocinas consideradas

importantes na patogénese de doencas respiratérias.
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No que se refere a expressao de receptores de histamina, vimos que 0s
camundongos pré-tratados com DEX isolada, ou associada com LOR, demonstram
diminuicdo na expressdo dos receptores HiR e HsR (Fig. 13). Visto que o0s
receptores de histamina sdo expressos em varias células do contingente
leucocitario, como neutroéfilos, mastoécitos, eosinofilos, mondcitos, macrofagos e
linfécitos (Bachert et al., 2001), e que glicococorticoides sdo capazes de inibir a
expressdo de diversos receptores (Hu et al, 2009) e moléculas de adeséo
(lanamura et al., 2001) importantes na resposta inflamatéria, esses resultados
reforcam a efetividade desses farmacos na resposta inflamatoria das vias aéreas, e
explica a reducdo da maioria dos eventos desencadeados, direta ou indiretamente,
pela histamina em nosso modelo. Considerando também que a associacdo de
antagonistas de Hi e glicocorticoides é muito utilizada na prética clinica, e ndo ha
uma logica clara sobre isso, é de extrema importancia estudos mais detalhados

sobre o tema.

A hiperplasia de células caliciformes e a superprodu¢cdo de muco sédo
caracteristicas importantes de muitas doencas das vias aéreas, como asma,
bronquite crénica e fibrose cistica (Cohn 2006). Estudos anteriores mostram que
Gob-5 pode desempenhar papel regulatorio na producao de muco (Nakanishi, Morita
et al. 2001). Observamos que a expressao génica de Gob-5 e Mucbhac atingiu o pico
em 24 horas, e que ambos biomarcadores foram diminuidos em animais pré-tratados
com DEX e/ou LOR (Fig.15). Estudos in vivo demonstram que os glicocorticoides
diminuem a expressado de Muc5ac em células NCI-H292 (Kai, Yoshitake et al. 1996)
e também em células A59 (células de adenocarcinoma de pulmdo humano) (Lu,
Lillehoj et al. 2005). Essa diminuicao da expressao de Muc5ac, em nosso modelo,

pode estar envolvida na inibicdo direta da producdo de muco por ceélulas epiteliais
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das vias aéreas, que se mostram diminuidas nos cortes histologicos de
camundongos estimulados por histamina e pré-tratados com DEX (Fig.14), ou
indiretamente pela inibicho de mediadores inflamatorios que estimulam a producao

de muco.

Os mediadores envolvidos na inflamag&o pulmonar podem atingir o epitélio,
causando danos. Consequentemente, as células epiteliais das vias aéreas iniciam a
deposicao intersticial de colageno, o que explica o aparente espessamento da
membrana basal e as lesdes irreversiveis que podem ocorrer em alguns pacientes
com asma (Cokugras, Akcakaya et al. 2001). Em nosso estudo, observamos
diminuicdo da expressdo génica de Colla2 e na deposi¢cdo de colageno no tecido
pulmonar, bem como reducdo nas alteracbes estruturais do tecido pulmonar e
traqueia em camundongos pré-tratados com DEX e/lou LOR (Fig.16). Estudos
anteriores em modelos de asma aguda e/ou crénica demonstram que o colageno é
um dos constituintes do remodelamento das vias aéreas, e que interfere na
arquitetura das vias aéreas, levando a obstrucdo irreversivel do fluxo de ar
(Gonzalez-Avila, Bazan-Perkins et al. 2016). A maioria dos modelos crénicos
apresentam a relacdo existente entre recrutamento de eosinéfilos e alteracdo
estrutural pulmonar com deposicdo de colageno, no entanto, poucos estudos
mostram a capacidade dos neutréfilos em cooperar no processo de remodelamento
das vias aéreas. Desta forma, em nosso modelo ndo-atopico de inflamacgéo das vias
aéreas desencadeada pela histamina, sugerimos que a migracéo de neutroéfilos pode
contribuir com as alteracfes estruturais no tecido pulmonar, inclusive com deposicéo
de colageno. Essas alteracOes observadas em nosso estudo foram reduzidas em
animais pré-tratados com DEX. Corroborando com o0s nossos resultados, autores

demonstram que DEX inibe alteracfes estruturais das vias aéreas, prevenindo o
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processo de remodelamento pulmonar, bem como reduz a deposicdo de colageno
(Dik, McAnulty et al. 2003, Huang, Wang et al. 2014). Nossas descobertas sao
importantes para entender a etiologia do remodelamento na inflamacdo das vias
aéreas, pois demonstramos que a inflamacdo e remodelamento das vias aéreas

ocorrem concomitantemente apés o estimulo com histamina.

Em sintese, com dados obtidos no presente estudo, podemos concluir que a
histamina induz inflamacdo nas vias aéreas de camundongos, caracterizada por
migracdo de leucécitos, producdo de SCF e CCL3, além de causar alteracdes
estruturais na traqueia e no tecido pulmonar, com possivel participacdo dos
receptores Hi e/ou Ha, tais como hiperplasia de células caliciformes, produgéo de
muco e deposicao de colageno. Em conjunto, esses dados reforcam a ideia de que a
histamina modula a fung¢éo pulmonar de diferentes maneiras, e isso faz com que 0s
efeitos dessa amina na fisiopatologia de doencas respiratdrias mereca investigacdes

mais aprofundadas.
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Figura 17. Diagrama esquematico dos efeitos da histamina em modelo murino de
inflamacdo das vias aéreas. Histamina induz inflamacdo aguda das vias aéreas,
caracterizada por migracao de neutrdfilos, producdo de SCF e CCL3, causa alteracdes
estruturais na traqueia e no tecido pulmonar, tais como hiperplasia de células
caliciformes, producdo de muco e deposi¢do de colageno. Coletivamente, todos esses
efeitos contribuem com o remodelamento das vias aéreas. O pré-tratamento com
dexametasona, isolada ou associada a loratadina, inibe significativamente os eventos
desencadeados pela histamina nas vias aéreas de camundongos.
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6 CONCLUSAO

Com dados obtidos no presente estudo, podemos concluir que a histamina
induz inflamagcdo nas vias aéreas caracterizada por migracdo de leucdcitos,
producdo de SCF e CCL3, além de causar alteracdes estruturais tragueia e no
tecido pulmonar, com possivel participacdo dos receptores Hi e/ou Ha, tais como
como hiperplasia de células caliciformes, produ¢cdo de muco e deposicdo de

colageno.
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