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RESUMO

Estudos conduzidos em animais de experimentacdo e em humanos mostram que
0 periodo pré-natal € de suma importancia para o desenvolvimento da prole.
Estressores de qualquer natureza, se aplicados nesse periodo, podem promover
alteracdes como baixo peso ao nascer, risco de intolerancia a glicose, hipertensao
arterial, dislipidemias e asma. O objetivo deste trabalho foi investigar o impacto da
exposicao de ratas prenhes a “estressores” que alteram a programacao do eixo
hipotalamo hipofise adrenal (HPA), como corticoides exdgenos e endotoxina,
sobre a resposta pulmonar alérgica. Para tanto, ratas Wistar prenhes foram
submetidas a administragdo de dexametasona (0.1 mg/Kg, via s.c.; do 17° ao 20°
dia gestacional) ou a administracdo de lipopolissacarideo (LPS; 7 ug/Kg, via i.p.;
no 17° dia gestacional). A inje¢do de LPS foi realizada na auséncia e na presenca
de tratamento com aminoguanidina (inibidor da sintase induzivel de 6xido nitrico;
iINOS), oferecida na ingesta hidrica (50 mg/dia) a partir do 13° dia gestacional. Os
descendentes adultos foram sensibilizados com ovalbumina (OVA; 200 pg).
Quatorze dias apés a sensibilizacdo, todos os animais foram desafiados com OVA
(injecdo intratraqueal contendo 2,5 mg/ml em 0,4 ml). Os lavados
broncoalveolares (LBA), medula 6ssea e o sangue foram coletados 48 h apés o
desafio antigénico com OVA. Nossos resultados mostraram que a exposicao preé-
natal a dexametasona nao altera o peso corporeo dos descendentes fémeas e
machos ao nascer; porém, no desmame, fémeas e machos apresentaram reducao

significativa no peso corpéreo (10,5% e 7,1% de reducao, respectivamente). No

XXViii



LBA de fémeas e machos observamos uma exacerbacado de aproximadamente
120% e 128%, respectivamente, do influxo eosinofilico nos animais expostos
prenatalmente a dexametasona e desafiados com OVA em comparacao ao grupo
controle. Nos protocolos de exposicao pré-natal ao LPS, notamos um aumento do
peso dos descendentes fémeas e machos ao nascer, de aproximadamente 10,5%
e 9,6%, respectivamente, em comparagcao com o controle. Este aumento foi ainda
maior no desmame, quando fémeas e machos prenatalmente expostos ao LPS
estavam 19% e 22,5% mais pesados que o0s animais controle. Os animais
prenatalmente expostos ao LPS, tanto fémeas quanto machos, apresentaram
reducdo significativa do influxo eosinofilico (aproximadamente 66,5% e 66,7%,
respectivamente) no LBA dos animais desafiados com OVA em relacdo aos
animais controle. O tratamento pré-natal com aminoguanidina restaurou o influxo
eosinofilico, mantendo-o igual aos valores do grupo controle. No conjunto, nossos
dados mostram que a exposicdo pré-natal a corticdides exdégenos ou LPS séo
capazes de promover alteracdes na resposta inflamatéria alérgica pulmonar na

prole adulta, possivelmente por alteracées na programacao do eixo HPA.

XXIiX



Abstract

XXX



ABSTRACT

Studies in experimental animals and in humans have showed that the prenatal
period is critical for the development of the offspring; stress of any kind, if applied
during this period, promotes definitive changes in late life. The aim of this study
was to investigate the impact of exposure of pregnant rats to challenges that can
alter the programming of the hypothalamic pituitary adrenal axis (HPA), such as
exogenous steroids or endotoxin, on the pulmonary allergic inflammatory reaction
to ovalbumin (OVA) challenge. Pregnant Wistar rats were submited to
administration of either dexamethasone (0.1 mg / kg, sc; from 17th to 20th day of
gestation) or lipopolysaccharide (LPS; 7 mg / kg, via ip; on the 17th gestation day).
The LPS injection was performed in the absence and in the presence of treatment
with aminoguanidine, given in tap water (50 mg / day) from the 13th gestation day.
The adult offspring were sensitized by subcutaneous injection (0.15 ml) of a
solution containing 200 ng OVA adsorbed in aluminum hydroxide. Fourteen days
after sensitization, all animals were challenged with an intratracheal injection of 0.4
ml saline containing OVA (2.5 mg/ml). The bronchoalveolar lavage (BAL), bone
marrow and blood were collected 48 h after OVA challenge. Our data showed that
prenatal exposure to dexamethasone did not alter the body weight of female and
male offspring at birth, but at weaning, both sexes showed a significant litter weight
reduction (10.5% and 7.1% reduction, respectively). In BAL fluid collected from
females and males offspring, we observed an exacerbation (120% and 128%,

respectively) of eosinophil influx in animals challenged with OVA and exposed
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prenatally to dexamethasone in comparison with control animals. The prenatal
exposure to LPS caused an increase of body weight in male and female offspring
at birth, approximately 10.5% and 9.6% respectively, in comparison with saline
controls. This increase was higher at weaning, when females and males prenatally
exposed to LPS were approximately 19% and 22.5% heavier than control animals.
Animals prenatally exposed to LPS, both females and males, showed significant
reductions of eosinophil influx (66.5% and 66.7% respectively) in the BAL fluid of
animals challenged with OVA compared with control animals. Prenatal treatment
with the nitric oxide synthesis inhibitor, aminoguanidine, restored the eosinophil
influx to control values. Taken together, our data show that prenatal exposure to
either exogenous corticoids or LPS are able to promote changes in the pulmonary
allergic inflammatory response in adult offspring, possibly due to changes in HPA

axis.
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1. INTRODUCAO

E incontestavel que o atentado terrorista de 11 de setembro de 2001 ao
World Trade Center deixou diversas sequielas para a sociedade americana, e,
ainda hoje, a midia divulga conseqtiéncias sociais e politicas deste evento. Mas
que impacto teria este evento sobre o desenvolvimento das criangas que estavam
no periodo gestacional durante o atentado? Um estudo de 2004 avaliou os
descendentes de 300 mulheres nao-fumantes que estavam gravidas durante o
atentado; estas mulheres foram expostas ao estresse psicolégico, poeira,
alérgenos e fumaga decorrentes do evento. Os resultados deste estudo mostraram
que, em comparacao com filhos nascidos de maes nao expostas ao evento, os
filhos gerados pelas maes que viveram a tragédia do World Trade Center
apresentaram diminuicao de peso, de estatura e de circunferéncia craniana’.

Eventos externos vivenciados pelas maes durante a gestacdo parecem ter
habilidade de modificar a fungdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) dos
descendentes provocando, inclusive, alteracdes tardias, que podem se estender
até a idade adulta. A primeira observacao deste fendmeno foi feita por Levine ha
mais de 50 anos?.

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que tanto o ambiente pré-natal,
quanto o pos-parto influenciam a susceptibilidade a doengass. Aparentemente,
niveis elevados de corticosterdides no plasma materno estdo relacionados com o
baixo peso ao nascer, risco de intolerancia a glicose, hipertensao arterial e
sindrome metabdlica*®, além de alteragdes comportamentais’. Sdo exemplos de

manipulacdo no periodo perinatal o estresse pré-natal, restricdo nutricional,
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manipulacdo neonatal, privacdo aos cuidados maternos, exposicdo aos
glicocorticéides e a infecgdes®. Alteracdo no peso da prole é observada em ratos

I”° ou & dexametasona na Gltima metade da fase

expostos ao estresse pré-nata
intra-uterina'®. Sugere-se que a mudanca de peso dos descendentes pode ser
explicada pela alteracdo da programacéo fetal do eixo HPA, processo em que um
estimulo (ou estressor), aplicado em um periodo critico do desenvolvimento,
resulta em uma adaptacdo permanente da fisiologia do organismo®. Além disso,
animais submetidos a estresse pré-natal, desnutricdo ou exposicdo a
glicocorticéides na gestacado dao origem a descendentes com hipertensao arterial
ou intolerancia a glicose, e podem também, apresentar hiperatividade do eixo
HPA11_13.

Além de estressores fisicos e psicolégicos, o desafio imune também tem
habilidade de estimular a atividade do eixo HPA. Um exemplo disto é a
capacidade do lipopolissacarideo bacteriano (LPS) em promover a liberacao
citocinas, como interleucina (IL)-1, fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), IL-6, IL-2
e interferon-gama. Estas citocinas, por sua vez, podem estimular o eixo HPA,
através da liberagdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH), que ativa a
liberacdo do hormdnio adrenocorticotréfico ou corticotrofina (ACTH), seguido pela
liberacdo de cortisol'®. Tendo em vista o exposto acima, a exposicdo a agentes
inflamatorios é potencialmente capaz de promover alteragdes na prole.

Estudos que expuseram ratas prenhes ao estresse psicologico e avaliaram

a resposta imunoldgica na prole adulta apresentam resultados controversos. Em

alguns deles, a resposta esta aumentada, e em outros, até deprimida®'®'®. Estas
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discrepancias podem, talvez, ser explicadas pelos diferentes parametros avaliados
e os diferentes protocolos de estresse aplicados.

Deve-se considerar que o efeito dos estressores pré-natais sobre a
resposta imune/inflamatéria depende do tipo, do tempo e da intensidade do
estressor, bem como do sexo, da idade e da espécie animal. Os estressores
podem também ter um efeito bidirecional sobre a fun¢do imune/inflamatéria, no
qual em algumas condi¢cdes poderia haver exacerbacdo e em outras supressao
desta fungao® .

O embasamento tedrico da resposta biolégica ao estresse € muito bem
estabelecido. Podemos especular que esta resposta bioldgica, quando evocada
prenatalmente, promova alteracdées nos descendentes de modo a torna-los aptos
a se adaptarem melhor ao ambiente hostil, promovendo um aumento da
possibilidade de sobrevivéncia ap6s o nascimento. Em nosso laboratério ja foi
observado que a exposicdo a um modelo de estresse cronico, que incluia periodos
de privacao de agua e alimentacao, iluminacao ambiental continua, inclinacdo da
gaiola, agrupamento de animais, gaiola Umida, exposicao a sala resfriada, barulho
intermitente de 85 db, luz estroboscopica, garrafas vazias apds privacao de agua,
acesso restrito a alimentagdo, odor novo e objetos estranhos na gaiola (pedacgos
de madeira/vidro), por um periodo de quatorze dias consecutivos, durante as duas
Ultimas semanas de gestacdo, produz ratos adultos mais susceptiveis ao

desenvolvimento de asma alérgica induzido por OVA (ovalbumina)*®.
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1.1 Glicocortocoides

Os glicocorticoides sao secretados pelo cértex da glandula adrenal a partir
do colesterol. O principal glicocorticéide humano é o cortisol, e em ratos a
corticosterona. Os glicocorticéides recebem estes nome devido a sua capacidade
de promover a conversao de proteinas e lipidios em glicose; isto se da em
resposta ao estresse. Além disto, regulam a funcdo imunolégica, a resposta
inflamatéria, a embriogénese, o comportamento e a proliferagdo celular'’.

Os (glicocorticéides regulam sua prépria secrecao através de retro
alimentacdao negativa que ocorre ao nivel do hipotdlamo e da hipofise com a
inibicdo da sintese e/ou liberacdo do CRH, arginina vasopressina (AVP),
proopiomelanocortina (POMC) e ACTH?.

O cérebro é sensivel a uma série de agentes conhecidos pela capacidade
de afetar o seu desenvolvimento, como fatores de crescimento, fatores de
transcricdo e nutrientes. Os esterdides, em particular, possuem grande
capacidade de programar o desenvolvimento fetal. O eixo HPA medeia a liberacao
de corticosterdides, regulando o ritmo circadiano em resposta ao estresse, e é

suscetivel & programagcao no periodo perinatal'®.

A maturacdo do eixo HPA esta relacionada ao desenvolvimento cerebral *®.
Algumas espécies animais, como ovelhas, primatas e cobaias desenvolvem o
crescimento cerebral maximo e a maior parte da maturagdo neuroenddcrina in

utero; ja os ratos, os coelhos e os camundongos apresentam grande parte do seu

desenvolvimento neuroenddcrino nos primeiros dias apds o nascimento. Assim, a
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manipulacao pré-natal e p6s-natal podem ter impacto em diferentes estagios do
desenvolvimento, dependendo da espécie estudada®®?'.

O tratamento pré-natal com dexametasona (DEX) em ratos, seja na terceira
semana getacional ou durante toda a gestacdo, resulta em niveis plasmaticos
elevados de corticosterona em descendentes machos adultos'®'®, Este aumento
parece estar associado a aumento da pressao arterial na idade adulta. Outro
elucidativo estudo mostrou que o tratamento com glicocorticéides sintéticos no
17°, 18° e 19° dias de gestacado da origem a descendentes machos mais capazes
para responder a um estressor; ou seja, estes animais produzem uma quantidade
maior de corticosterona quando expostos a fatores estressantes na vida adulta®.

Os mecanismos que promovem a programacao do eixo HPA em adultos
dependem da dose e do tempo de exposicdo'®. Ratos adultos que foram expostos
a glicocorticoides sintéticos na ultima semana de gestacao apresentaram reducao
na expressdo de receptores de mineralocorticoides e de glicocorticéides no
hipocampo, mas nao no nucleo paraventricular hipotalamico (PVN). Esta reducao
hipocampal na sensibilidade aos corticéides aumenta a atividade do eixo HPA3.

A administracdo de glicocorticéides as gestantes portadoras de doencas
auto-imunes é pratica clinica comum?®. Além disso, os glicocorticdides sdo
administrados a neonatos para tratar a sindrome do estresse respiratorio, e em
mulheres gravidas para terapia ante natal e indugdo do parto?*. Isto nos faz refletir
sobre o impacto destes farmacos sobre os descendentes. O presente trabalho é o
primeiro a relacionar a exposicdo pré-natal aos glicocorticoides com o

desenvolvimento de asma na prole adulta.
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1.2 LPS

Apesar estar bem estabelecido que os sistemas nervoso, enddécrino e
imunolégico sdo anatomicamente e funcionalmente interconectados, expressando
e respondendo a um grande numero de moléculas regulatérias em comum, o
impacto de desafios a homeostase materna sobre a resposta imune/inflamatéria
dos descendentes adultos ainda ndo € bem compreendida.

O LPS tem sido usado como uma valiosa ferramenta em estudos
neuroenddcrino-imunes. O LPS é um potente ativador do eixo HPA®?®; além
disso, induz ao comportamento doente caracteristico de situacdes de infecgao? .

O LPS, maior componente da membrana celular externa de bactérias gram
negativas, € constituido por trés regides principais: a regiao polissacaridea O, a
qual caracteriza a bactéria do ponto de vista imunologico; a regido polissacaridea
central, formada pelo acido 3-deoxi-D-mano-octo-2-ulosonico (Kdo), que € comum
a maioria das bactérias, e a regido lipidica (lipideo A)?®%°. O lipideo A de
Escherichia coli (E. coli) possui dois grupamentos fosfato e duas porc¢des acil-oxi-
acil necessarios para desencadear os efeitos da endotoxina em células
humanas®3'.

Na literatura esta estabelecido que a endotoxina desencadeia a maioria dos
fendbmenos fisiopatologicos observados em infecgdes causadas por esse tipo de
bactérias®. Huang e colaboradores® demonstraram que 466 genes sdo regulados
positivamente (up-regulation) nas células dentriticas apds exposicao a E. coli

sendo que aproximadamente 88% dos genes sao transcritos apos exposicao ao

LPS purificado.
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O LPS liberado na circulagéo pode ser o responsavel pelo choque séptico e
sindromes relacionadas, como coagulacao disseminada intravascular (DIC) e
insuficiéncia multipla de érgaos®*. Estudos clinicos tém associado niveis elevados
de LPS com risco maior de mortalidade, que parece ser independente da natureza
da bactéria gram-negativa responsavel pelo episédio séptico”.

A estimulagao celular com LPS, tanto in vivo quanto in vitro, promove a
liberacao de varias substancias, incluindo citocinas, prostaglandinas, éxido nitrico

3639 Normalmente, o

(NO), anion superéxido e fatores pré-coagulantes
reconhecimento de componentes da parede de bactérias pelo hospedeiro é feito
de maneira especifica. Inicialmente, os agregados de LPS sao dissociados pela
proteina ligante de LPS (LBP) formando complexos LPS/LBP, que séo transferidos
para a glicoproteina de membrana CD14 presente em células monociticas ou para

40,41

a CD14 soluvel presente no sangue™"'. O complexo da LBP soluvel e LPS pode

se ligar a células negativas para CD14, como as células endoteliais e
epiteliais***®. Entretanto, a glicoproteina CD14 ndo pode iniciar a sinalizagdo
intracelular uma vez que esta localizada na porcao extracelular da membrana e
nao possui um segmento transmembrana.

O Toll-like receptor 4 (TLR4) tem sido descrito como o receptor responsavel
pela transdugdo de sinal iniciada pelo LPS ou pelo complexo LPS/CD14%4¢. Os
receptores Toll foram descobertos inicialmente em Drosophila e depois
identificados em outras espécies como camundongos e humanos. Estes
receptores pertencem a familia de receptores de imunidade inata, que possuem

um grande dominio extracelular contendo residuos repetidos de leucina, um Unico

segmento trans-membrana e uma pequena porcao citoplasmatica que esta ligada
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a proteina adaptadora MyD88?°. Atualmente, mais de 10 tipos de TLR foram
descritos em humanos, mas o TLR4 parece ser o mais importante na sinalizagao
de efeitos desencadeados pelo LPS*'. A sinalizagdo via TLR4 ocorre através do
recrutamento sequlencial da molécula adaptadora MyD88 e da quinase associada
ao receptor da IL-1 (IRAK)*. Logo em seguida, a IRAK se dissocia do receptor e
interage com o fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6), que resulta na
ativacao celular através do fator nuclear kB (NF-kB) ou da quinase do N-terminal
da Jun/proteina quinase (JNK/SAP), que sao sistemas envolvidos na ativacao de
inimeros genes inflamatérios*®. A presenca do receptor TLR4 ja foi descrita em
varias células como em mondcitos, macréfagos, neutréfilos, células endoteliais e
células epiteliais do tubulo renal®®%2,

O LPS é um potente indutor da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)**. O
NO é um gas produzido por varios tipos celulares®® e exerce papel chave na

56,57

regulacdo de multiplas funcbes biolégicas Muitas de suas acdes séao

mediadas pela ativagdo da guanilil ciclase soluvel e conseqliente aumento da
concentragdo de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) nas células-alvo®®*°.

O NO é formado a partir do aminoacido L-arginina, por uma familia de
enzimas coletivamente conhecidas como NO sintases. Atualmente sdo conhecidas
trés NOS. Duas delas, a eNOS (6xido nitrico sintase endotelial ou NOS 1ll) e a
nNOS (6xido nitrico sintase neuronal ou NOS |) sdo expressas constitutivamente e
sdo assim chamadas porque expressam o nome dos tecidos onde foram
primeiramente  identificadas. Ambas s&o reguladas pelo complexo

Ca*?/Calmodulina, produzem pequenas quantidades de NO por curtissimos

periodos de tempo (de segundos a alguns minutos) e desempenham fungcdes
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regulatérias na neurotransmissdo e no sistema cardiovascular. A terceira
isoenzima € a iINOS (6xido nitrico sintase induzivel ou NOS Il) e é assim chamada
por poder ser induzida por LPS e certas citocinas. Esta isoforma é independente
de Ca*? e pode produzir maiores quantidade de NO por periodos de tempo mais
longos®%°.

As NOS sao ativas na forma de homodimeros de pesos moleculares entre
250-300 kDa®'®?. A ligacdo da calmodulina aumenta a transferéncia de elétrons no
dominio redutase e permite a redugdo do grupamento heme com conseqliente
atividade da NOS®®*. Todas as isoformas da NOS podem ser inibidas, em graus
variaveis, por analogos da L-arginina substituidos no grupamento guanidino
(N*)®>%6 como o N“-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)®*>®® e a aminoguanidina
(AG), esta Ultima apresenta seletividade para iNOS®”2.

Fibras nervosas produtoras de NO estao presentes em Utero nao-gravido
de ratas®®. Durante a gravidez, o NO apresenta fungdes como inibicdo da
agregacao plaquetaria na circulacado materno-fetal, aumento do fluxo sanguineo
placentario e supressao da contratilidade do miométrio (para revisao, veja Norman
e Cameron’®).

Outros mediadores vasodilatadores como cininas, prostaciclina e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) também controlam a hemodinamica utero-
placenta e feto-placenta durante a gravidez. A multiplicidade de componentes que
conduzem a vasodilatacdo durante a gravidez parece ser reflexo de funcdes

compensatérias em decorréncia das mudangas hormonais que ocorrem neste

periodo’".
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Por outro lado, a infeccdo materna esta associada ao aborto, mortalidade

perinatal e reabsorcdo fetal’®

. A infeccédo do trato urinario durante a gravidez é de
ocorréncia bastante comum’. Estudos epidemiolégicos apontam que entre 2% a
10% das mulheres gravidas desenvolverdo bacteritiria assintomatica’, sendo os
microorganismos mais comuns a Klebsiella e E. coli”. Recente estudo avaliando a
freqUéncia, fatores de risco e padrdo de queixas urinarias durante a gravidez
revelou que nas infecgbes por E. coli os sintomas mais comuns foram padréo
miccional anormal seguido por sintomas irritativos. A histéria pessoal de infeccao
de trato urinario, a atividade sexual, bem como menor grupo socioecondmico
foram fatores de risco para tal infecgcao’®.

O impacto da endotoxemia pré-natal sobre a prole é pouco conhecido.
Sabe-se que a exposi¢ao neonatal ao LPS provoca aumento na atividade do eixo
HPA e alteragdo de mecanismos imunoregulatérios em resposta a um estressor’’,
além de alteragdes comportamentais’®. Camundongos expostos durante toda a

fase intra-uterina ao LPS deixam de responder a sensibilizagcdo e desafio

pulmonar & OVA’®, dados compativeis com a teoria da higiene.

1.3 Teoria da higiene

A teoria da higiene é conhecida por tentar explicar a etiologia da asma e
outras doencas alérgicas. Esta teoria é fundamentada na distribuicao irregular de
casos de doencas alérgicas nas regides rurais e regides urbanas. As regides

urbanas sao significativamente mais afetadas pela asma do que as regides
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rurais®®-8!

. Esta relacao pode estar relacionada a uma mudanca no balango entre
as células T-helper 1 (Th1) e T-helper 2 (Th2), na auséncia da exposicdo a
patégenos em fase prematura do desenvolvimento®?.

Estudos epidemiologicos sobre a exposicdo a compostos de origem
microbiana e prevaléncia de alergias indicam uma relacdo inversa entre a
presenca de LPS microbiano e o desenvolvimento de asma em criangas®*®*. Ou
seja, a exposicao pré-natal a ambientes rurais pode proteger as criancas dos
sintomas da asma, e, se a exposicao continuar durante a vida, a protecao é
mantida®. Por outro lado, a exposicdo a certos patégenos como virus influenza,
Mycoplasma pneumoniae e Chlamydophila pneumoniae pode promover asma ou
exacerbar a asma ja existente®®’.

A inibicao do desenvolvimento de doencas alérgicas através da exposicao a
compostos microbianos necessita ser mais profundamente compreendida uma vez
que alguns estudos reportam que a exposicdo ao LPS aumenta a incidéncia e
gravidade de doencas atépicas®®.

Trabalho recente avaliando a producdo de citocinas em sangue de cordao
umbilical de criangas descendentes de maes expostas ao ambiente rural mostrou
niveis elevados de interferon-gama e de TNF-a em comparagao com criangas de
areas urbanas. Isto mostra que a exposicdo materna as atividades agricolas
durante a gravidez modula padrbes de producédo destas citocinas da prole no
nascimento®.

Peters e colaboradores® apresentaram evidéncias de que as substancias

que proporcionam protecdo contra o desenvolvimento de doencas alérgicas

podem ser extraidas de poeira coletada em estabulos. Camundongos BALB-c que
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inalaram esta poeira apresentaram reducdo da hiperreatividade brénquica e do

aumento do numero de eosindfilos nas vias aéreas apo6s o desafio com OVA.

1.4 Asma alérgica

A asma é uma doenca cronica bastante comum, tanto em adultos quanto
em criangas, resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade®. Estima-se
qgue nos Estados Unidos 20 milhdes de pessoas tém asma, sendo 6,2 milhdes de
criancas e 13,8 milhdes de adultos®™. Anualmente, ocorrem cerca de 350.000
internacdes por asma no Brasil, constituindo-se na quarta causa de hospitalizacao
pelo SUS (2,3% do total) e a terceira causa entre criancas e adultos jovens®.

A asma é uma condicao caracterizada por resposta inflamatéria crénica das
vias aéreas que resulta em broncoespasmo devido a liberacdo de uma variedade
de mediadores inflamatérios espamogénicos provenientes de macréfagos
alveolares, mastdcitos, eosindfilos, linfocitos e neutréfilos®%”. O desenvolvimento
da asma envolve interagdes entre fatores externos (poluicdo, infecgdes virais,
exposicao a alérgenos), genéticos (historico familiar de atopia) e estilo de vida
(fumo, dieta e uso de antibidticos), e tem como caracteristicas clinicas crises de
dispnéia, tosse e sibilos. E uma doenca episddica, alternando crises agudas com
periodos assintomaticos®®°.

A asma pode ser dividida em dois principais tipos: asma intrinseca e
extrinseca. A asma intrinseca apresenta histéria negativa para alergia e niveis

séricos normais de imunoglobulina E (IgE). Neste caso, os pacientes desenvolvem
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os sintomas tipicos de asma (sibilo e dispnéia) apds a exposicao das vias aéreas
a certos estimulos como infecgcbes virais e/ou bacterianas, ar frio, inalantes
irritantes (ex: diéxido de enxofre), drogas (ex: aspirina), estresse emocional e

100101 A asma extrinseca é caracterizada por uma reacdo de

exercicio fisico
hipersensibilidade do tipo |, induzida por um antigeno extrinseco. Este tipo inclui a
asma alérgica (atbpica), ocupacional e aspergilose broncopulmonar alérgica
(colonizagdo bronquica com Aspergillus, seguida pelo desenvolvimento de

anticorpos IgE)'%%10!

. A asma alérgica € a mais comum, sendo desencadeada por
antigenos ambientais presentes na poeira, pélen, pélos de animais, determinados
alimentos, dentre outros. E freqlientemente associada a histérico familiar de
atopia. As crises agudas podem ser precedidas por manifestacdes de doencas
alérgicas, como rinite, urticaria ou eczema, reacoes cutaneas positivas a injecao
intradérmica de extratos de antigenos inalados, niveis elevados de IgE no soro,
e/ou respostas positivas a testes de provocacao os quais envolvem a inalacao de
antigeno especifico %",

A asma alérgica pode ser dividida em basicamente 3 fases: fase de inducao
da reacdo alérgica, fase imediata e fase tardia. Na fase de inducdo (ou
sensibilizacao), o alérgeno inalado é englobado e processado por células
apresentadoras de antigeno distribuidas por todo o trato respiratério, desde a
mucosa nasal até a pleura. Essas células migram para o linfonodo onde
processam o alérgeno e o0 apresentam para linfécitos T. A ativacao dos linfécitos T
auxiliares do tipo 2 leva a produgao de varias citocinas, sendo IL -4, -5, -9 e -13 as

mais importantes para o desenvolvimento da asma. A IL-4 e -13 ativam os

linfécitos B que por sua vez realizam o “switch” de classe de imunoglobulina
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passando a produzir e secretar IgE. Essas duas citocinas, junto com IL-9, sdo
importantes para a ativacdo de mastoécitos, 0 aumento na producdo de muco e na
hiperreatividade das vias aéreas. Uma vez sintetizada, IgE circula no sangue
antes de se ligar ao seu receptor de alta afinidade FceRlI, presente na superficie
de mastécitos e basbfilos. Apds a re-exposicdo ao alérgeno, o mesmo se liga a
IgE especifica que se encontra ligada ao seu receptor na membrana dos
mastdcitos; a ligacao cruzada entre o antigeno e duas IgE adjacentes ativa vias de
membrana e citosélicas que subsequentemente desencadeiam a secrecdo de
mediadores pré-formados, como a histamina, estimula a sintese de
prostaglandinas, cisteinil leucotrienos e citocinas pelos mastocitos. Esses
mediadores causam a denominada fase imediata da reacdo asmatica que é
caracterizada por contracdo das células musculares lisas das vias aéreas,
extravasamento vascular, producdo de muco, hiperreatividade das vias aéreas e
recrutamento de células inflamatérias (neutréfilos, linfocitos e eosindfilos). Essa
fase dura cerca de 30-60 minutos. Cerca de 4-6 horas apds, a crise entra em sua
fase tardia. Por sua vez, a fase tardia é caracterizada por inflamacao excessiva
das vias aéreas, resultando em mudancas estruturais que incluem espessamento
da parede das vias aéreas, fibrose subepitelial, hiperplasia das células secretoras
de muco, hiperplasia dos miofibroblastos, hiperplasia e hipertrofia das células
musculares lisas e hipertrofia do epitélio. Esse processo de remodelamento que
ocorre na fase tardia é resultante da acdo de mediadores inflamatérios produzidos
e secretados por células inflamatérias (eosinoéfilos, neutréfilos e linfécitos) e
células estruturais (endotélio e epitélio pulmonar) ativadas. Dentre esses

mediadores destacam-se as metaloproteinases (principalmente MMP-9), citocinas
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(IL-9 e, principalmente, o fator transformador de crescimento B (TGF-B),
quimiocinas (CCL2, CCL7 e CCL22) e mediadores lipidicos (cisteinil leucotrienos;
prostaglandinas D2 e E2)*'%2 Varias espécies animais tém sido usadas como
modelos de asma, incluindo cobaias, cdes, camundongos e ratos® 193197,
Entretanto, a complexidade da doenca humana nao tem sido totalmente
reproduzida em animais, existindo apenas modelos de inflamacao alérgica que
reproduzem algumas caracteristicas da doenca, como broncoconstricao,
hipersecrecdo de muco e inflamagdo crénica com infiltragdo de leucécitos®. O
procedimento experimental mais frequentemente utilizado é a indugdo de um
estado alérgico, que é caracterizado por uma hipersensibilidade do tipo imediata
ou anafildtica a um antigeno conhecido. Isto pode ser obtido através da
sensibilizacdo a ovalbumina, normalmente associada ao hidréxido de aluminio,
que resulta em imunidade mediada por células e formacdo de anticorpos
(principalmente a IgE), dependente de células T (no caso, células Th2). Apos 14
dias da sensibilizagdo, a resposta inflamatéria alérgica pode ser observada nos
animais apds a provocacio intranasal ou intratraqueal com o alérgeno %1%,
Dados obtidos de pacientes asmaticos e de modelos experimentais de
asma mostram que os eosinofilos desempenham papel importante nesta doenca.
O acumulo seletivo e a ativagdo destas células na mucosa brénquica sao
considerados eventos centrais na patogénese desta doenca''?. Pacientes
asmaticos apresentam numero elevado de eosinéfilos no sangue e no LBA, e
infiltrado inflamat6rio pulmonar rico em células ativadas, como mastécitos,

100,113 A

mondcitos, linfécitos e, principalmente, eosinoéfilos importancia dos

eosindfilos na asma tem sido enfatizada pelos achados que correlacionam o grau
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de eosinofilia no sangue (e no LBA) com o grau de hiperreatividade brénquica e a
gravidade da doenga'%® 113114,

Os eosindfilos correspondem a 2% dos leucocitos presentes no sangue
humano. Possuem, em geral, nucleo bilobado com cromatina altamente
condensada e citoplasma contendo dois tipos principais de granulos, o especifico
(ou secundario) e o primario. O granulo especifico tem uma aparéncia
ultraestrutural distinta contendo basicamente duas regides, uma regiao eletron-
densa que contém proteina basica principal (MBP) -1 e -2 e € denominada de
cristal central; a outra regido, denominada de matriz, contém as proteinas toxicas
(proteina catibnica do eosindéfilo (ECP), peroxidase do eosindfilo (EPO) e
neurotoxina derivada do eosinéfilo (EDN). Os granulos primarios sao similares
aqueles encontrados em outros tipos de granulécitos e sao formados na fase
inicial do desenvolvimento de eosindfilos. Os eosinéfilos também contém corpos
lipidicos que sao importantes para a sintese de eicosandides. O reticulo
endoplasmatico, as mitocéndrias e o aparelho de Golgi sdo pouco desenvolvidos

nestas célulag®®'">1é,

Esses granul6citos expressam varias moléculas de
superficie, incluindo receptores para IL-3, IL-5 e para fator estimulante de colénia
granulécito-macréfago (GM-CSF); receptores para quimiocinas (CCR1 e CCR3);
FcyRIl (CD32- receptor para IgG); FcaRl (receptor para IgA secretéria); receptores
para fatores do sistema complemento (C3aR, CD88 e CD35) e moléculas de
adesdo (VLA-4 e integrina a4p7). Exibe ainda uma minima expressao
intracitoplasmatica de FceRI cuja significancia funcional ainda nao é clara '°.

A eosinopoiese ocorre na medula 6ssea onde os eosindfilos se diferenciam

a partir de células progenitoras hematopoiéticas que possuem em sua superficie a

49



molécula CD34, uma glicoproteina especifica de precursores hematopoiéticos,
sendo, portanto denominadas de células CD34*"17119,

Eosindfilos maduros saem da medula 6ssea para a circulagao sangtiinea e
sao recrutados para os sitios de inflamacao alérgica pela acdo de fatores pro-
inflamatérios produzidos por células endoteliais e epiteliais ativadas em resposta
ao estimulo alérgico'®. O recrutamento de eosindfilos para o tecido inflamado é
complexo, sendo regulado por varios fatores, incluindo a IL-4, IL-5 e IL-13,
eotaxinas, RANTES, MIP-1a, NO e moléculas de adesao (integrinas B1, p2 e
B7)""®'2' Entre esses fatores, somente a IL-5 e as eotaxinas seletivamente
regulam o influxo de eosindfilos para o foco de inflamagdo, havendo uma
cooperacdo entre ambas na promogcao de eosinofilia tecidual'?.

Uma vez no tecido inflamado, os eosindfilos tornam-se ativados e liberam
substancias citotéxicas, como radicais livres de oxigénio e proteinas granulares
toxicas (MBP, ECP e EPO), bem como sintetizam e liberam mediadores
inflamatérios, incluindo IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, IL-13, IL-16, TGF-B, RANTES,
eotaxina, mediadores lipidicos (PAF e LTC4) os quais podem intensificar a
resposta inflamatéria®: 117119123124 A jiheracdo das proteinas granulares toxicas se
da pelo processo denominado de desgranulacado, podendo esta ocorrer via trés
mecanismos: exocitose classica (granulo secundario se funde diretamente com a
membrana plasmatica liberando completamente o conteddo granular para o meio
extracelular), desgranulacao gradativa (pequenas vesiculas se formam a partir do
granulo secundario e transportam pequenas quantidades de proteinas granulares

para a superficie celular, resultando em perda progressiva do conteudo granular) e

citélise (processo de morte celular altamente organizado em que a membrana
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celular perde sua integridade resultando e secrecao do contetudo granular). O
conteudo granular acarreta danos ao epitélio da vias aéreas e a matriz
extracelular, bem como exposicao de terminagbes nervosas que gera
hiperreatividade das vias aéreas, contracdo das células musculares lisas das vias
aéreas e aumento da permeabilidade vascular 2126,

Tendo em vista que, eventos vivenciados pela mae no periodo pré-natal
sdo capazes de promover alteragcdes duradouras na prole, aqui utilizamos
ferramentas experimentais que mimetizam eventos estressores, tais como a
administracdo de corticoides exdgenos e a exposicao a endotoxina, na fase final
da gestacdo, periodo fundamental para o desenvolvimento neuro-endocrino-
imune. A prole adulta foi submetida a um modelo experimental de asma alérgica

induzida por OVA. Assim, neste trabalho, buscamos determinar a influéncia destes

eventos pré-natais sobre a resposta inflamatéria pulmonar alérgica.
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OBJETIVOS

Objetivos gerais

O principal objetivo deste projeto foi avaliar o perfil da resposta inflamatoria
pulmonar alérgica em descendentes adultos, machos e fémeas, expostos

prenatalmente a dexametasona e ao LPS.

Objetivos especificos

Em ratos adultos previamente imunizados e desafiados com ovalbumina (OVA),
expostos na fase pré-natal a dexametasona ou LPS, avaliar:
e O conteudo celular (neutrofilos, eosindfilos e células mononucleares) na
medula 6ssea, sangue circulante e lavado broncoalveolar, na idade adulta,
de animais sensibilizados e desafiados com OVA;

¢ Os niveis de corticosterona plasmatica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, com idade variando entre
60 e 75 dias provenientes do acasalamento de ratos machos e fémeas fornecidos
pelo CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica UNICAMP) e
mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) — UNICAMP. Os animais foram mantidos sob cuidados rotineiros,
ou seja, com racao e agua ad libitum, mantendo-se ciclo de 12h claro/ 12h escuro
e temperatura de 26+3 graus Celsius.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de FEtica na
Experimentacdo Animal - Instituto de Biologia - Universidade Estadual de
Campinas - CEEA-IB-UNICAMP sob protocolo numero 567-1 em 04/07/2003,
estando de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal adotado

pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

2.2 Acasalamento e prenhez

Para o acasalamento, duas fémeas Wistar (12-16 semanas) nuliparas

foram colocadas com um macho (12-16 semanas) por noite. Na manha seguinte

foi determinado o dia 0 gestacional através da presenca de plug vaginal.
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As ratas prenhes foram mantidas isoladas em gaiolas, sob os cuidados
rotineiros e, em determinado momento da gestacao, expostas aos procedimentos

experimentais pré-natais. Em ratos, o periodo gestacional é de 21 dias.

2.3 Exposicao pré-natal a dexametasona

As fémeas prenhes foram submetidas a injecdo subcutanea diaria de 0,1
mg/kg de dexametasona (DEX) no 17°, 18°, 19° e 20° dias de gestacéo, conforme
metodologia adaptada de Bakker e colaboradores'®’. As ratas controle foram
submetidas, no mesmo periodo, a injecao de salina.

Apébs o nascimento, os animais foram pesados e mantidos na proporcao de
4 machos e 4 fémeas por ninhada, o género foi determinado pela distancia anu-
genital. Estes animais foram mantidos com as maes até o desmame (21 dias),
quando foram novamente pesados e posteriormente separados por sexo. Foram
mantidos sob os cuidados rotineiros até que completassem idade ideal para a

experimentacado (entre 60 e 75 dias de vida).

2.4 Exposicao pré-natal ao LPS

As fémeas prenhes foram submetidas a administracao intraperitoneal de
LPS (7 pg/Kg), administrado no 17° dia gestacional. Outro grupo de fémeas

recebeu aminoguanidina, na dose de 50 mg/rato/dia na agua de beber, oferecida a

|128

partir do 13° dia gestaciona Um terceiro grupo de fémeas recebeu

aminoguanidina (50 mg/rato/dia na agua de beber, oferecida a partir do 13° dia
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gestacional) e no 17° dia gestacional injecao intraperitoneal de LPS (7 ug/Kg).
Doses superiores de LPS foram testadas (350 ug/Kg; 100 pg/Kg; 30 pg/Kg; 10
Mg/Kg), porém provocaram aborto e/ou morte materna.

Apébs o nascimento, os animais foram pesados e mantidos na proporcao de
4 machos e 4 fémeas por ninhada. Estes animais foram mantidos com as maes
até o desmame (21 dias), quando foram novamente pesados e posteriormente
separados por sexo. Foram mantidos sob os cuidados rotineiros até que

completassem idade ideal para experimentacao (entre 60 e 75 dias de vida).

2.5 Modelo de reacao inflamatéria alérgica pulmonar

2.5.1 Sensibilizacao e provocacao antigénica

Os animais expostos prenatalmente expostos a DEX ou ao LPS (e/ou AG)
foram sensibilizados, na fase adulta, através de injecao subcutanea no dorso (0.15
ml) de uma solucdo contendo 200 pg de ovoalbumina (OVA — grau lll, Sigma)
adsorvida em 8 mg de hidréxido de aluminio, preparada em solugao fisiol6gica. Os
animais nao sensibilizados receberam, em vez de OVA, igual volume de hidréxido
de aluminio. Quatorze dias apds a sensibilizagdo, todos os animais receberam o
desafio antigénico. Para isto, os ratos foram anestesiados com pentobarbital
sédico (60 mg/Kg, i.p.) e submetidos a uma incisdo no pescoco para que
recebessem a injecao intratraqueal de 0.4 ml de solucéo fisiol6gica contendo OVA
(2.5 mg/ml). As incisbes foram suturadas imediatamente e os animais, apdés

recuperados da anestesia, tiveram acesso a agua e a comida.
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2.5.2 Lavado broncoalveolar

Os lavados broncoalveolares (LBA) foram realizados 48 horas apds o
desafio antigénico com OVA. Os animais foram anestesiados com halotano, a
cavidade peritoneal exposta e a artéria abdominal transeccionada para
exsanguinacao. A regidao do pescoco foi reaberta e a traquéia canulada com o
auxilio de um tubo de polietileno (1 mm de diametro interno). O LBA foi realizado
com 25 ml de tampao fosfato salina (PBS) a temperatura ambiente. O PBS foi
injetado e cuidadosamente aspirado em 4 aliquotas, sendo a primeira de 10 ml e
as demais de 5 ml. O material recolhido foi centrifugado a 400 g, por 10 min a 20°
C e o residuo celular ressuspenso em 2ml de solugéo PBS.

A contagem do numero total de leucécitos foi feita em camara de
Newbauer, através da diluicdo de uma aliquota de 20 pl do lavado diluida em
solucao de Turk (1:20). A andlise diferencial dos tipos celulares foi realizada em
microscépio Optico (lente de imersao) pela contagem de no minimo 200 células em
esfregaco preparado em citocentrifuga (Revan — Instrumentos Cientificos, Brasil) e
corado com Diff-Quick® (hematoxilina-eosina). Os resultados das contagens total e
diferencial dos leucécitos sdo mostrados como niimero de células x 10%LBA. As

contagens celulares sempre foram realizadas pelo mesmo experimentador.
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2.5.3 Definicao dos grupos experimentais

Ap6s a provocacdo antigénica formaram-se 0s seguintes sub-grupos
experimentais:

e Protocolo de exposicao pré-natal a DEX: Controle-Nao sensibilizado (SAL4-
NS); Controle-Sensibilizado (SAL4-OVA); DEX-N&o sensibilizado (DEX-
NS); DEX-Sensibilizado (DEX-OVA).

e Protocolo de exposicao pré-natal ao LPS: Controle-Nao sensibilizado
(SAL1-NS); Controle-sensibilizado (SAL1-OVA); LPS-Nao sensibilizado
(LPS-NS); LPS-Sensibilizado (LPS-OVA); AG-Nao sensibilizado (AG-NS);
AG-Sensibilizado (AG-OVA); AG+LPS-Nao sensibilizado (AGLPS-NS);

AG+LPS-Sensibilizado (AGLPS-OVA).

2.6 Contagem de células da medula 6ssea e do sangue

Os animais foram anestesiados com halotano e amostras de sangue
circulante coletadas através da artéria abdominal em tubos contendo heparina.
Para determinacdo do numero de células da medula, os animais foram
sacrificados e o fémur direito removido; em seguida, a medula éssea foi
suavemente eluida com 2,5 ml de PBS contendo heparina (20 Ul/ml). A contagem
total dos leucécitos foi realizada como descrito acima. A contagem diferencial do
sangue foi realizada em laminas de esfregaco e a da medula em laminas

preparadas em citocentrifuga, coradas com Diff-Quick®.
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Os valores da contagem do sangue foram expressos como numero de
células (x 106) por ml. Os dados da medula foram representados como numero de

células (x 10°) por fémur.

2.7 Reacao inflamatoria pulmonar induzida pelo LPS

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (60 mg/Kg, i.p.) e
submetidos a uma incisdo no pescogo para que recebessem uma injecao
intratraqueal de 0.4 ml de solucéo fisioldgica contendo LPS (750 pg/cavidade). As
incisdes foram suturadas imediatamente. Ap6s 4 h, os animais foram anestesiados
com halotano; a cavidade peritoneal exposta e a artéria abdominal transeccionada
para exsanguinacao. A regidao do pescoco foi reaberta e a traquéia canulada com
o auxilio de um tubo de polietileno (1 mm de diédmetro interno). O LBA foi realizado
com 25 ml de PBS a temperatura ambiente. O material recolhido foi centrifugado a
400g, por 10 min a 20° C e o residuo celular ressuspenso em 2 ml de solugao
PBS. A contagem do numero total de leucdcitos foi feita em camara de Newbauer,
através da diluicdo de uma aliquota de 20 pl do lavado diluida em solugédo de Turk
(1:20). A analise diferencial dos tipos celulares foi realizada em microscopio optico
(lente de imersdo) pela contagem de no minimo 200 células em esfregaco
preparado em citocentrifuga (Revan — Instrumentos Cientificos, Brasil) e corado
com Diff-Quick®. Os resultados das contagens total e diferencial dos leucécitos

sd0 mostrados como niimero de células x 10%/LBA.
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2.8 Determinacao da concentracao de corticosterona plasmatica

Os animais foram sacrificados 48 h apos a injecao intratraqueal de OVA, o
sangue coletado e o plasma separado. O material foi armazenado a — 20°C. A
dosagem de corticosterona foi realizada através de kit comercial da R&D Systems

(EUA).

2.9 Determinacao dos niveis de TNF-a no LBA

Os animais foram sacrificados 48 h apds a injecao intratraqueal de OVA, e
o LBA coletado. Os niveis de TNF-a foram medidos utilizando-se ensaio de
imunoadsorcao (ELISA), de acordo com as instrugbes do fabricante (R&D

Systems, EUA).

2.10 Analise estatistica

Os resultados estdao expressos como média + erro padrdo da média

(E.P.M.). Diferencas estatisticamente significantes foram determinadas utilizando-

se analise de variancia (ANOVA) seguido teste de Bonferroni ou teste “t” Student,

quando apropriado. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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3. RESULTADOS

3.1 Exposicao pré-natal a dexametasona

3.1.1 Determinacao do peso corpdoreo dos descendentes ao nascer e

desmame

Avaliamos o efeito da exposicdo pré-natal a dexametasona sobre o peso
corporeo dos descendentes ao nascer e no desmame (Tabelas 1 e 2).

A exposicdo pré-natal a dexametasona ndo alterou o peso dos
descendentes fémeas ao nascer. No desmame, notamos que a exposicao pré-
natal a dexametasona levou a reducao discreta, porém significante, no peso da
ninhada (aproximadamente 10,5%) (Tabela 1).

Em descendentes machos, a exposicao pré-natal a dexametasona nao
alterou o peso ao nascer. No desmame, notamos que a exposigao pré-natal a

dexametasona levou a reducdo significante no peso da ninhada

(aproximadamente 7,1%) (Tabela 2).
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Tabela 1. Peso corporeo (g) dos descendentes fémeas controle (Sal 4) ou

expostos a dexametasona pre-natal (DEX) ao nascer e desmame.

NASCIMENTO | DESMAME

SAL4 6,0 £ 0,1 47,6 +£0,5

DEX 5,7+0,3 426+12*

Os resultados estao expressos como a média + E.P.M. de 6-15 animais; * p < 0,05

quando comparado ao controle.

Tabela 2. Peso corporeo (g) dos descendentes machos controle (Sal 4) ou

expostos a dexametasona pre-natal (DEX) ao nascer e desmame.

NASCIMENTO | DESMAME

SAL4 6,2+ 0,1 50,5 +1,2

DEX 6,1+0,2 469+1,1"

Os resultados estao expressos como a média = E.P.M. de 7-10 animais; * p < 0,05

quando comparado ao controle.
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3.1.2 Populacao de leucécitos totais e diferenciais no LBA apds desafio
pulmonar com OVA em fémeas adultas expostas no periodo pré-natal a

dexametasona

Os dados de leucdcitos totais no LBA de fémeas estdo apresentados na
figura 1A. Nesta figura mostramos que nao ha diferenca significativa entre os
grupos estudados.

Em relagdo aos neutréfilos, observamos que a quantidade destas células no
LBA em 48 horas € muito pequena, como esperado para o tempo de obtencéo do
LBA. Nao observamos diferenca entre os grupos controle e expostos a
dexametasona pré-natal (Figura 1B).

Na figura 1C podemos observar que o numero de eosindfilos no LBA dos
animais sensibilizados e desafiados com OVA é significantemente maior em
relagdo ao grupo de animais nao sensibilizados, demonstrando a eficiéncia do
protocolo de sensibilizacdo. Notamos exacerbacgao do influxo eosinofilico no LBA
dos animais sensibilizados e desafiados com OVA e expostos prenatalmente a
dexametasona (aumento de 120%) em relagdo aos animais controle desafiados
com OVA nao-expostos a dexametasona.

O numero de células mononucleares nao foi diferente nos quatro grupos

investigados (Figura 1D).
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Figura 1. Numero de leucdcitos totais (Painel A), neutrofilos (Painel B), eosindfilos
(Painel C) e células mononucleares (Painel D) no lavado broncoalveolar (LBA) de
fémeas adultas expostas no periodo pré-natal a salina (controle; SAL4) ou
dexametasona (DEX). O numero de leucécitos foi avaliado 48 h ap6s o desafio
com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais nao sensibilizados (NS; colunas
vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estdo expressos
como média £ E.P.M. de 5-9 animais; * p < 0,05 quando comparado ao controle

(SAL4); + p < 0,05 quando comparado ao respectivo grupo NS.
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3.1.3 Populacao de leucdcitos totais e eosinéfilos no sangue circulante apos

desafio com OVA em descendentes fémeas

O numero de leucécitos totais no sangue de animais sensibilizados e
desafiados com OVA nao se mostrou diferente dos respectivos controle nao
sensibilizados. Também n&o notamos diferencas entre os animais expostos
prenatalmente a dexametasona sensibilizados e desafiados com OVA em relacao
aos respectivos controles (Figura 2A). O numero de neutréfilos no sangue foi
bastante reduzido e ndo houve diferenca entre os grupos.

Na figura 2B mostramos o niumero de eosinéfilos presentes no sangue, que
nao diferiu entre os grupos estudados.

A contagem de células mononucleares no sangue circulante nao foi

diferente entre os grupos estudados.
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Figura 2. Numero de leucdcitos totais (Painel A) e eosindfilos (Painel B) no
sangue circulante de fémeas expostas a salina (controle; SAL4) ou dexametasona
(DEX) no periodo pré-natal. O numero de leucdcitos foi avaliado 48 h apés o
desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais ndo sensibilizados (NS;
colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estédo

expressos como média = E.P.M. de 5-11 animais.
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3.1.4 Populacao de leucécitos totais e diferenciais na medula 6ssea apés

desafio com OVA em fémeas expostas a dexametasona no periodo pré-natal

O numero leucotcitos totais (Figura 3A), neutréfilos maduros e imaturos
(Figura 3B), eosindfilos maduros e imaturos (Figura 3C) e outras células (Figura
3D) nao foi diferente entre os grupos nao-sensibilizados (NS) controle ou expostos
prenatalmente a dexametasona.

Na figura 3A mostramos que o numero de leucdcitos totais nos animais
expostos prenatalmente a dexametasona (DEX) ndo € diferente dos animais
controle (SAL4) apéds desafio com OVA.

O numero de neutréfilos maduros e imaturos (Figura 3B) nos animais
expostos prenatalmente a dexametasona (DEX) nao é diferente dos animais
controle (SAL 4) desafiados com OVA. Resultado semelhante foi obtido para os

eosindfilos maduros e imaturos (Figura 3C), e outros tipos celulares (Figura 3D).
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Figura 3. Numero de leucdcitos totais (Painel A), neutréfilos maduros e imaturos
(Painel B), eosindfilos maduros e imaturos (Painel C) e outros tipos celulares
(Painel D) na medula 6ssea de fémeas adultas expostas no periodo pré-natal a
salina (SAL4) ou dexametasona (DEX). O niumero de leucdcitos foi avaliado 48 h
apoés o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais ndo sensibilizados
(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estao

expressos como média = E.P.M. de 5-11 animais.
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3.1.5 Populacao de leucodcitos totais e diferenciais no LBA apods desafio

pulmonar com OVA em machos

Os dados de leucécitos totais no LBA de machos adultos expostos a
dexametasona no periodo pré-natal estdo apresentados na figura 4A. Nesta figura,
mostramos que, entre os animais desafiados com OVA, aqueles expostos
prenatalmente a dexametasona apresentaram um maior influxo de leucdcitos
totais (p < 0,05) para o LBA. Estes animais também apresentaram um influxo
significantemente maior (p < 0,01) quando comparado ao respectivo controle nao
sensibilizado, o que nao foi observado entre os grupos salina.

Em relagdo aos neutréfilos, observamos que a quantidade destas células no
LBA em 48 horas € muito pequena, como esperado para o tempo de obtencao do
LBA. Nao observamos diferencas entre os grupos controle e expostos a
dexametasona pré-natal (Figura 4B).

Na figura 4C podemos observar que numero de eosinéfilos no LBA dos
animais desafiados com OVA aumentou significantemente em relacao ao grupo de
animais nao sensibilizados, demonstrando a eficacia do protocolo de
sensibilizagdo. Encontramos exacerbagdo do influxo eosinofilico no LBA dos
animais desafiados com OVA e expostos prenatalmente a dexametasona, que
estdo 128% (p < 0,05) maior em relagdo aos animais controle desafiados com
OVA.

O numero de células mononucleares nao foi diferente nos quatro grupos

investigados (Figura 4D).
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Figura 4. Numero de leucdcitos totais (Painel A), neutrofilos (Painel B), eosinofilos
(Painel C) e células mononucleares (Painel D) no lavado broncoalveolar (LBA) de
machos adultos expostos no periodo pré-natal a salina (SAL4) ou dexametasona
(DEX). O numero de leucdcitos foi avaliado 48 h apds o desafio com ovalbumina
(OVA) nos respectivos animais ndo sensibilizados (NS; colunas vazias) e
sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estdo expressos como média
+ E.P.M. de 5-7 animais; * p < 0,05 quando comparado ao controle; + p < 0,05
quando comparado ao respectivo grupo NS; +++p < 0,001 quando comparado ao
respectivo grupo NS.
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3.1.6 Populacao de leucdcitos totais e eosinoéfilos no sangue circulante apos

desafio com OVA em machos

O numero de leucécitos totais no sangue de animais desafiados com OVA
nao se mostrou diferente dos respectivos controle ndo sensibilizados (NS).
Também nao notamos diferencas entre os animais expostos prenatalmente a
dexametasona desafiados com OVA em relacdo ao respectivo controle (Figura
5A). O numero de neutréfilos no sangue foi bastante reduzido e ndo houve
diferenca entre os grupos.

Na figura 5B mostramos o numero de eosinéfilos presentes no sangue
circulante. Os animais expostos a dexametasona pré-natal apresentaram reducao
significante deste tipo celular em relagcao ao grupo controle (salina).

A contagem de células mononucleares no sangue circulante nao foi

diferente entre os grupos estudados.
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Figura 5. Numero de leucdcitos totais (Painel A) e eosindfilos (Painel B) no
sangue circulante de machos adultos expostos no periodo pré-natal a salina
(SAL4) ou dexametasona (DEX) pré-natal. O numero de leucécitos foi avaliado 48
h apdés o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais nao
sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os
resultados estdo expressos como média £ E.P.M. de 5-11 animais; * p < 0,05

quando comparado ao controle.
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3.1.7 Populacao de leucécitos totais e diferenciais na medula dssea apos
desafio com OVA em machos adultos expostos a dexametasona no periodo

pré-natal

O numero leucotcitos totais (Figura 6A), neutréfilos maduros e imaturos
(Figura 6B), eosindéfilos maduros e imaturos (Figura 6C) e outras células (Figura
6D) nao foi diferente entre os grupos nao sensibilizados, controle (SAL4) ou
expostos prenatalmente a dexametasona.

Na figura 6A mostramos que o numero de leucdcitos totais ndo € diferente
entre os animais expostos prenatalmente a dexametasona e os animais controle,
ambos desafiados com OVA.

O numero de neutréfilos maduros e imaturos (Figura 6B) também nao é
diferente entre os animais expostos prenatalmente a dexametasona e os animais
controle, ambos desafiados com OVA. Perfil semelhante de resultado foi
encontrado para os eosinofilos maduros e imaturos (Figura 6C) e outros tipos

celulares (Figura 6D).
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Figura 6. Numero de leucdcitos totais (Painel A), neutrdfilos maduros e imaturos
(Painel B), eosindfilos maduros e imaturos (Painel C) e outros tipos celulares
(Painel D) na medula 6ssea de machos adultos expostos no periodo pré-natal a
salina (SAL4) ou dexametasona (DEX). O numero de leucocitos foi avaliado 48 h
apos o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais nao sensibilizados
(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estao

expressos como média + E.P.M. de 5-11 animais.
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3.2 Exposicao pré-natal ao LPS

3.2.1 Determinacao do peso corporeo dos descendentes ao nascer e

desmame

Avaliamos o efeito da exposicdo pré-natal ao LPS sobre o peso corpéreo
dos descendentes ao nascer e no desmame (Tabelas 3 e 4). A exposicao pré-
natal ao LPS promoveu um aumento de 10,5% do peso corpéreo dos
descendentes fémeas ao nascer. Este aumento de peso corpéreo foi ainda mais
pronunciado no desmame (aumento de 19%; Tabela 3).

Em machos, a exposicdo pré-natal ao LPS promoveu um aumento
significante (9,6%) do peso corpoéreo dos descendentes ao nascer. No desmame,

este aumento de peso corpéreo foi ainda mais pronunciado (22,5%; Tabela 4).
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Tabela 3. Peso corpdreo (g) no nascimento e desmame dos descendentes fémeas
expostos ao LPS no periodo pré-natal ou grupo controle exposto a salina no

periodo pré-natal (SAL1)

NASCIMENTO | DESMAME

SAL1 5,7+0,1 419+1,5

LPS 6,3+£0,1" 50,0+0,7*

Os resultados estdo expressos como a média + E.P.M. de 11-12 animais; * p <

0,05 quando comparado ao controle.

Tabela 4. Peso corporeo (g) no nascimento e desmame dos descendentes
machos expostos ao LPS no periodo pré-natal ou grupo controle exposto a salina

no periodo pré-natal (SAL1)

NASCIMENTO | DESMAME

SAL1 6,0 £ 0,1 43,3+1,0

LPS 6,6+0,1" 53,1+1,0*

Os resultados estdo expressos como a média £ E.P.M. de 11-12 animais; * p <

0,05 quando comparado ao controle.

77



3.2.2 Populacao de leucécitos totais e diferenciais no LBA apds desafio
pulmonar com OVA em fémeas adultas expostos ao LPS no periodo pré-

natal

Os dados de leucdcitos totais no LBA estdo apresentados na figura 7A.
Nesta figura mostramos que néo ha diferencas entre os grupos estudados.

Em relagdo aos neutréfilos, observamos que a quantidade destas células no
LBA em 48 h é muito pequena, como esperado para o tempo de obtencao do LBA.
N&ao observamos diferengas entre os grupos estudados (Figura 7B).

Na figura 7C podemos observar que numero de eosinéfilos no LBA dos
animais desafiados com OVA aumentou significantemente em relacdo aos
respectivos grupos de animais ndo sensibilizados, demonstrando a eficacia do
protocolo de sensibilizagdo. Tal diferenca ndo ocorreu nos animais expostos
prenatalmente ao LPS. Encontramos uma redugdo significante do influxo
eosinofilico, de 66,5%, no LBA dos animais desafiados com OVA e expostos
prenatalmente ao LPS em relacdo aos animais controle. O pré-tratamento com
aminoguanidina (AG) preveniu tal redugcdo, mantendo o influxo eosinofilico igual
aos valores controles (grupo AGLPS).

O numero de células mononucleares nao foi diferente nos grupos

investigados (Figura 7D).

78



7 1A 0,2
< 6 A < B . OVA
-] =-] =
Lk 2 015
PEE .
£ 3- B LT
E 2
& e | =
g £ 0,05 -
@ 2
o i W

0 T T T 0 . T :

SAL1 LPS AG AGLPS SALIL LPS AG AGLPS

1.8 ¢ 5

50 7 C < ] _D
< 1,6 7 4 5
S 141 T £ 4
s 1,2 A 7
w1 £ 4
$ 08 - g
= = — 2 b
g 06 : 3
£ * =
2 0,4 £%

0,2 - ’_L. =

0 = T T T 0 T T T
SALIL LPS AG AGLPS SALI1 LPS AG AGLPS

Figura 7. Numero de leucdcitos totais (Painel A), neutrofilos (Painel B), eosinofilos
(Painel C) e células mononucleares (Painel D) no lavado broncoalveolar (LBA) de
fémeas adultas expostas no periodo pré-natal a salina (SAL1), ou ao
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), ou a aminoguanidina (AG), ou pré-tratamento
com aminoguanidina e apos LPS (AGLPS). O numero de leucdcitos foi avaliado 48
h apdés o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais nao
sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os
resultados estdo expressos como média £ E.P.M. de 5-11 animais; * p < 0,05
quando comparado ao grupo SAL1 OVA, # p < 0,05 quando comparado aos

animais LPS; + p < 0,05 quando comparado ao respectivo grupo NS.
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3.2.3 Populacao de leucécitos totais e eosinéfilos no sangue circulante apos

desafio com OVA em fémeas adultas expostas ao LPS no periodo pré-natal

O numero de leucécitos totais no sangue de animais sensibilizados e
desafiados com OVA nao se mostrou diferente dos respectivos controle nao
sensibilizados. Também nao notamos diferencas entre os animais expostos
prenatalmente ao LPS desafiados com OVA em relagdo aos outros grupos
estudados (Figura 8A). O numero de neutréfilos no sangue foi bastante reduzido e
nao houve diferenca entre os grupos.

Na figura 8B mostramos o numero de eosinéfilos presentes no sangue
circulante. O desafio com OVA no grupo salina aumentou o nimero de eosinoéfilos
no sangue circulante em relacdo aos animais nao-sensibilizados (NS). Ja nos
animais sensibilizados e prenatalmente expostos ao LPS que receberam pré-
tratamento com aminoguanidina (AGLPS) houve uma reducdo no numero de
eosindfilos quando comparado aos animais desafiados SAL, LPS ou AG.

A contagem de células mononucleares no sangue circulante nao foi

diferente entre os grupos estudados.
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Figura 8. Numero de leucdcitos totais (Painel A) e eosindfilos (Painel B) no
sangue circulante de fémeas adultas expostas no periodo pré-natal a salina
(SAL1), ou ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS), ou a aminoguanidina (AG), ou
pré-tratamento com aminoguanidina e apdés LPS (AGLPS). O numero de
leucocitos foi avaliado 48 h apds o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos
animais nao sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas
cheias). Os resultados estao expressos como média + E.P.M. de 5-20 animais; * p
< 0,05 quando comparado aos animais NS e ## p < 0,01 quando comparado aos

animais SAL, LPS ou AG.
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3.2.4 Populacao de leucécitos totais e diferenciais na medula dssea apos

desafio com OVA em fémeas adultas expostas ao LPS no periodo pré-natal

O numero leuctcitos totais (Figura 9A), neutréfilos maduros e imaturos
(Figura 9B), eosindéfilos maduros e imaturos (Figura 9C) e outras células (Figura
9D) nao foi diferente entre os grupos nao sensibilizados, controle e expostos
prenatalmente ao LPS.

Na figura 9A mostramos que o numero de leucdcitos totais ndo é diferente
entre os animais desafiados com OVA expostos prenatalmente ao LPS ou salina.
O pré-tratamento com aminoguanidina também ndo alterou o numero de
leucdcitos totais na medula éssea.

O numero de neutréfilos maduros e imaturos (Figura 9B) mostrou-se maior
nos animais desafiados com OVA prenatalmente expostos a aminoguanidina e
LPS (grupo AGLPS) em relagcdo ao grupo controle. O nimero destas células nao
foi diferente nos outros grupos estudados.

Na figura 9C mostramos que o numero de eosindéfilos (maduros e imaturos)
esta reduzido nos animais desafiados com OVA prenatalmente expostos ao LPS
em relacao ao grupo controle. O pré-tratamento com aminoguanidina nao preveniu
as alteracbes provocadas pelo LPS. O tratamento pré-natal com aminoguanidina
nao modificou 0 numero de eosinofilos em relacdo ao controle (SAL1).

Nenhuma diferenga significante foi observada em relagdo a outros tipos

celulares (Figura 9D).
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Figura 9. Numero de leucdcitos totais (Painel A), neutréfilos maduros e imaturos
(Painel B), eosindfilos maduros e imaturos (Painel C) e outros tipos celulares
(Painel D) na medula 6ssea de fémeas adultas expostas no periodo pré-natal a
salina (SAL1), ou ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS), ou a aminoguanidina
(AG), ou pré-tratamento com aminoguanidina e apos LPS (AGLPS). O numero de
leucécitos foi avaliado 48 h apds o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos
animais nao sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas
cheias). Os resultados estao expressos como média + E.P.M. de 5-20 animais; # p
< 0,05 quando comparado aos animais NS, * p < 0,05 quando comparado ao

controle.
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3.2.5 Populacao de leucodcitos totais e diferenciais no LBA apods desafio
pulmonar com OVA em machos adultos expostos ao LPS no periodo pré-

natal

Os dados de leucécitos totais no LBA estdo apresentados na figura 10A.
Nesta figura mostramos que a exposicao pré-natal ao LPS reduz o influxo de
leucécitos totais para o LBA em animais desafiados com OVA, e que o pré-
tratamento com aminoguanidina previne tal reducéo.

Em relagdo aos neutréfilos, observamos que a quantidade destas células no
LBA em 48 horas é muito pequena. Observamos apenas um aumento significante
desta célula no grupo desafiado com OVA exposto prenatalmente ao LPS e pré-
tratado com aminoguanidina (Figura 10B).

Na figura 10C podemos observar que numero de eosindfilos no LBA dos
animais desafiados com OVA aumentou significantemente em relacdo aos
respectivos grupos de animais ndo sensibilizados. Encontramos uma reducao
significante do influxo eosinofilico (de 66,7%) no LBA dos animais desafiados com
OVA e expostos prenatalmente ao LPS em relagcdo aos animais controle. O pré-
tratamento com aminoguanidina preveniu tal reducdo, mantendo o influxo
eosinofilico igual aos valores de controle no grupo AGLPS. O tratamento pré-natal
com aminoguanidina ndo modificou 0 ndmero de eosinodfilos em relagcdo ao
controle (SALT).

O numero de células mononucleares foi menor nos animais desafiados com
OVA expostos prenatalmente ao LPS quando comparado ao controle. O pré-

tratamento com aminoguanidina ndo preveniu as alteracdes provocadas pelo LPS.
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O tratamento pré-natal com aminoguanidina ndo modificou o numero de células

mononucleares em relacao ao controle (SAL1) (Figura 10D).
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Figura 10. Numero de leucdcitos totais (Painel A), neutrdfilos (Painel B),
eosinofilos (Painel C) e células mononucleares (Painel D) no LBA de machos
adultos expostos no periodo pré-natal a salina (SAL1), ou ao lipopolissacarideo
bacteriano (LPS), ou a aminoguanidina (AG), ou pré-tratamento com
aminoguanidina e apos LPS (AGLPS). O numero de leucdcitos foi avaliado 48 h
apos o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais nao sensibilizados
(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estao
expressos como média = E.P.M. de 5-12 animais; * p < 0,05 quando comparado
ao grupo SAL1 OVA, # p < 0,05 quando comparado aos animais LPS; + p < 0,05

guando comparado ao respectivo grupo NS.
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3.2.6 Populacao de leucécitos totais e eosinéfilos no sangue circulante apos

desafio com OVA em machos adultos expostos ao LPS no periodo pré-natal

O numero de leucécitos totais no sangue de animais sensibilizados e
desafiados com OVA nao se mostrou diferente dos respectivos controle nao
sensibilizados. Também ndo notamos diferencas entre os animais expostos
prenatalmente ao LPS desafiados com OVA em relagdo aos outros grupos
estudados (Figura 11A). O numero de neutréfilos no sangue foi bastante reduzido
e nao houve diferenga entre 0s grupos.

Na figura 11B mostramos o numero de eosinéfilos presentes no sangue
circulante. Nenhuma diferenca significante foi encontrada entre os grupos
estudados.

A contagem de células mononucleares no sangue circulante nao foi

diferente entre os grupos estudados.
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Figura 11. Numero de leucdcitos totais (Painel A) e eosindfilos (Painel B) no
sangue circulante de machos adultos expostos no periodo pré-natal a salina
(SAL1), ou ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS), ou a aminoguanidina (AG), ou
pré-tratamento com aminoguanidina e apds LPS (AGLPS). O numero de
leucocitos foi avaliado 48 h apds o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos
animais nao sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas

cheias). Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. de 5-22 animais.
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3.2.7 Populacao de leucécitos totais e diferenciais na medula dssea apos

desafio com OVA em machos adultos expostos ao LPS no periodo pré-natal

O numero de leucécitos totais (Figura 12A), neutréfilos maduros e imaturos
(Figura 12B), eosindfilos maduros e imaturos (Figura 12C) e outras células (Figura
12D) nao foi diferente entre os grupos nao sensibilizados, controle e expostos
prenatalmente ao LPS.

Na figura 12A mostramos que o numero de leucdcitos totais ndo é diferente
entre os animais expostos prenatalmente ao LPS e os animais controle, ambos
desafiados com OVA.

O numero de neutréfilos maduros e imaturos (Figura 12B) também nao foi
diferente entre os animais expostos prenatalmente ao LPS e os animais controle,
ambos desafiados com OVA. O mesmo vale para os eosinéfilos maduros e

imaturos (Figura 12C) e outros tipos celulares (Figura 12D).

89



160 - %
A z B i
. 140 E W ow
= - |
£ 120 - E %
£ 1 ¥
‘52 100 A § E 30 -
% 80 - 2 8
‘g 60 - g = 20
= @ w
= =]
3 40 A =
k $ 10
20 - E
0 z. 0
NS Sall LPS AG AGLPS NS Sall LPS AG AGLPS
2 10 A 100
g C " D
2 5
g 8- l E 80
& s e
§ EE 6 - 60
L= =
q = | = ]
g = 4 3 10
% 5 *E 20 -
£ E
M 0 0
NS Sall LLPS AG AGLPS NS Sall TL.PS AG AGLPS

Figura 12. Numero de leucdcitos totais (Painel A), neutrofilos maduros e imaturos
(Painel B), eosindfilos maduros e imaturos (Painel C) e outros tipos celulares
(Painel D) na medula éssea de machos adultos expostos no periodo pré-natal a
salina (SAL1), ou ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS), ou a aminoguanidina
(AG), ou pré-tratamento com aminoguanidina e apés LPS (AGLPS). O niamero de
leucécitos foi avaliado 48 h ap6s o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos
animais nao sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas

cheias). Os resultados estao expressos como média = E.P.M. de 5-22 animais.
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3.2.8 Populacao de leucodcitos totais e diferenciais no LBA apds injecao
intratraqueal de LPS em fémeas e machos adultos expostos ao LPS no

periodo pré-natal

A figura 13A mostra que nao ha diferenca no numero de leucdcitos totais
entre as fémeas prenatalmente expostas ao LPS, quando comparado ao controle,
avaliado 4 h apés a injecao intratraqueal de LPS.

O numero de neutrdfilos (o principal tipo celular encontrado neste protocolo)
nao diferiu entre os animais prenatalmente expostos ao LPS e controle (Figura
13B).

O numero de eosindfilos (Figura 13C) e células mononucleares (Figura
13D) também nao foi diferente entre os grupos de fémeas estudados.

Em machos, ndo houve diferengas no nimero de leucécitos totais entre os
animais prenatalmente expostos ao LPS quando comparado ao controle 4 h apés
a injecao intratraqueal de LPS (Figura 14A).

Nao houve diferencas no numero de neutréfilos (Figura 14B), eosindfilos
(Figura 14C) e células mononucleares (Figura 14D) entre os grupos de machos

estudados.
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Figura 13. Efeito da injecao intratraqueal de LPS sobre o numero de leucdcitos
totais (Painel A), neutrdfilos (Painel B), eosindfilos (Painel C) e células
mononucleares (Painel D) no lavado broncoaolveolar (LBA) de fémeas adultas
expostas no periodo pré-natal a salina (controle; colunas vazias) ou
lipopolissacarideo bacteriano (LPS; colunas cheias). O numero de leucdcitos foi
avaliado 4 h ap6s a injecdo intratraqueal de LPS. Os resultados estdo expressos

como média + E.P.M. de 5 animais.
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Figura 14. Efeito da inje¢do intratraqueal de LPS sobre o numero de leucdcitos
totais (Painel A), neutrdfilos (Painel B), eosindfilos (Painel C) e células
mononucleares (Painel D) no lavado broncoaolveolar (LBA) de machos adultos
expostos no periodo pré-natal a salina (controle; colunas vazias) ou
lipopolissacarideo bacteriano (LPS; colunas cheias). O numero de leucdcitos foi
avaliado 4 h ap6s a injecdo intratraqueal de LPS. Os resultados estdo expressos

como média + E.P.M. de 5 animais.
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3.2.9 Niveis de corticosterona plasmatica

Quantificamos as concentracdes de corticosterona de ratos controle e
prenatalmente expostos ao LPS, 48 h apds a administracao intratraqueal de OVA.

Em fémeas, nossos dados revelaram uma reducdo nos niveis de
corticosterona no grupo de animais desafiados com OVA e prenatalmente
expostos ao LPS quando comparado ao controle.

Ja em machos, observamos uma diferenca estatisticamente significante na
concentracao de corticosterona dos animais controle desafiados com OVA em
relacdo aos animais nao sensibilizados. A exposicdo pré-natal ao LPS aboliu tal
diferenca, reforcando o papel do LPS pré-natal em modificar os niveis de

corticosterona frente a um desafio.
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Figura 15. Concentracdo de corticosterona em fémeas adultas expostas no
periodo pré-natal a salina (controle; SAL1) ou lipopolissacarideo bacteriano (LPS).
Os niveis de corticosterona foram determinados em amostras plasma obtidos 48 h
apoés o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais ndo sensibilizados
(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estdo
expressos como média tE.P.M. de 5 animais; * p < 0,05 quando comparado ao

controle.
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Figura 16. Concentragcdo de corticosterona em machos adultos expostos no
periodo pré-natal a salina (controle; SAL1) ou lipopolissacarideo bacteriano (LPS).
Os niveis de corticosterona foram determinados em amostras plasma obtidos 48 h
apos o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais nao sensibilizados
(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estédo
expressos como média +E.P.M. de 5 animais; * p < 0,05 quando comparado aos

animais nao sensibilizados.
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3.3 Niveis de TNF-a no LBA

Quantificamos os niveis de TNF-a de ratos machos e fémeas controle
(SAL4 ou SAL1) e prenatalmente expostos a dexametasona, ao LPS ou
submetidos ao pré-tratamento com aminoguanidina e expostos ao LPS (AGLPS),
48 h apds a administracdo intratraqueal de OVA.

Os niveis desta citocina foram muito baixos ou ndo detectaveis em todos os

grupos, tanto em machos quanto em fémeas.
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IV. Discussao

No presente estudo, expusemos ratas prenhes a dois diferentes
“estressores” no periodo pré-natal, dexametasona ou LPS, e observamos a
resposta alérgica pulmonar durante a vida adulta da prole.

A terceira fase da gestacdo em ratos (14 a 21 dias de gestagcao) é aceita
como um periodo critico no qual a exposicao a “estressores” quimicos e fisicos
podem produzir desordens nos descendentes adultos?''?°. Neste estudo, a prole
de fémeas e machos que foi exposta ao LPS no periodo intra-uterino, exibiu uma
elevagcdo no peso corporeo, tanto ao nascer quanto no desmame. Estes dados
sdo compativeis com aqueles observados por Nilsson e colaboradores'. O
aumento do peso corpéreo pode ser reflexo da liberacdo de mediadores
vasodilatadores que aumentam o fluxo sanguineo na placenta, aumentando a
oferta de nutrientes e oxigénio. Por outro lado, a exposicdo pré-natal a
dexametasona promoveu, tanto machos quanto em fémeas, uma reducdo
significativa do peso corpdéreo no momento do desmame (aos 21 dias de vida pés-
natal), sendo que esta tendéncia de reducdo de peso corpéreo ja havia sido
percebida ao nascimento; porém, ndo de maneira significativa. A redugcédo de peso
programada pela exposicdo pré-natal a dexametasona ja foi relatada tanto em
animais quanto em humanos'®'""'%2,

O modelo de inflamagao alérgica das vias aéreas (modelo de asma) é
obtido pela sensibilizacdo do animal com injecdo subcutanea de OVA adsorvida
em AI(OH)s, que promove um aumento na producao de anticorpos IgE para este

alérgeno. Assim, nos ratos previamente sensibilizados com OVA, o desafio com
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este alérgeno produz um recrutamento inicial de neutréfilos, que é seguido de um
influxo tardio de eosindfilos; isto é rotineiramente observado entre 24 e 48 horas

apés o desafio com OVA em ratos'®'3

. Este perfil de resposta celular foi
observado no presente estudo, no qual a prole adulta sensibilizada com OVA e
exposta a salina na fase intra-uterina (grupo controle) apresentou uma grande
quantidade de eosindfilos no LBA 48 h apéds o desafio com OVA.

Estudos prévios tém mostrado a capacidade da dexametasona em
programar alteracées tanto enddécrinas quanto imunes na prole de roedores,
quando administrada durante a ultima semana de gestacdo. Em nosso estudo,
utilizamos um protocolo consistindo de injecées i.p. de 0.1 mg/kg de DEX no 17°,
18°, 19° e 20° dias de gestacdo (adaptado de Bakker e colaboradores ). A
contagem diferencial no LBA revelou que os animais desafiados com OVA
exibiram um influxo de eosindéfilos bastante exacerbado em relacdo aos controles
nao sensibilizados. Esta resposta foi amplificada nos animais expostos
prenatalmente a DEX, tanto em machos como em fémeas, sugerindo que a
dexametasona € capaz de produzir alteragdes na fase intra-uterina, que
repercutem na idade adulta. Nossos achados sdo compativeis com trabalhos
prévios relatando que a asma pode ser programada pelo estresse pré-natal, uma
vez que o estresse € um potente estimulante de producdo de corticoides
endégenos'®™®. A contagem de células mononucleares no LBA também foi maior
em machos, sendo que este aumento acabou impactando de maneira também
significativa a contagem total de leucécitos. O infiltrado neutrofilico em resposta ao

desafio com OVA nao foi alterado pela exposi¢cao pré-natal a DEX. Entretanto,
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devemos enfatizar que o tempo de 48 h ap6s o desafio com OVA nao € ideal para
avaliacao deste tipo celular.

E amplamente reconhecido que o desafio antigénico também ativa a
resposta imune sistémica que provoca a producao de células inflamatérias pela

136 Os eosindfilos sio recrutados da medula éssea, onde as células

medula éssea
progenitoras se proliferam e se diferenciam dentro do microambiente em resposta
a ativagdo realizada pelas citocinas'’. Porém, o mecanismo molecular que
promove a mobilizacdo dos eosindéfilos maduros da medula éssea para o sangue
periférico e a sequéncia de eventos desde sua ativagdo até o recrutamento para o
tecido inflamado ainda é pouco compreendido.

Avaliamos, assim, o perfil de leucécitos no sangue circulante e na medula
Ossea. Os animais tratados prenatalmente durante 4 dias com salina (controles do
grupo DEX) sensibilizados com OVA na vida adulta ndo apresentaram diferencas
significativas na contagem de células tanto no sangue como na medula éssea,
quando comparado ao controle n&o sensibilizado.

Observamos também que o0s machos expostos a DEX pré-natal,
sensibilizados e desafiados com OVA, apresentaram uma reduc¢ao significante do
namero de eosinéfilos no sangue circulante, em comparacdo aos animais
expostos a salina pré-natal. Na medula 6ssea destes machos, a produgdo de
eosinofilos nao foi afetada pela exposigao pré-natal a DEX. Em fémeas, ndo houve
diferengas no perfil celular tanto em sangue quanto na medula éssea. Estes dados
de sangue e de medula éssea contrastam com o perfil do LBA, tanto para machos
quanto para fémeas. Esta alteracdo na distribuicido de eosindfilos entre os

compartimentos ainda precisa ser compreendida.
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Outro fendmeno demonstrado por nés é que a exposicdo materna ao LPS
reduziu a infiltracdo de eosindfilos induzida por alérgeno nas vias aéreas na prole
adulta, sendo este fenbmeno prevenido pelo pré-tratamento das ratas prenhes
com o inibidor da iINOS, aminoguanidina. Para esta parte do trabalho, foi utilizada
uma unica dose de LPS (7 pg/Kg), administrada por via intraperitoneal no 17°. dia
de gestagcdo. Doses maiores de LPS (>10 ug/Kg) foram testadas, mas induziram
ao aborto e/ou reabsorcao fetal, e por isso ndo foram empregadas para os estudos
subseqiientes. E interessante observar que o aborto causado por LPS em
camundongos € prevenido pelo pré-tratamento com aminoguanidina, indicando
que a administracdo materna de LPS exerce efeito direto sobre os trofoblastos,
estimulando a inducao de iINOS e aumentando a producédo de NO, sendo este
processo diretamente relacionado com a morte embrionaria’™®. Um estudo mais
recente também mostrou que a administragcao intraperitoneal de LPS ou do doador
de NO, S-nitroso-N-acetilpenicillamina, em fémeas prenhes de camundongo
provocou 100% de reabsorcdo embrionaria, sendo este efeito significantemente
revertido com aminoguanidina'®.

O resultado da contagem de células no LBA mostrou que o aumento na
infiltracdo de eosinodfilos nas vias aéreas nos animais sensibilizados foi
marcantemente atenuado na prole exposta ao LPS no periodo pré-natal. Além
disso, o pré-tratamento das ratas no periodo gestacional com aminoguanidina
preveniu os efeitos do LPS sobre o numero de eosinéfilos no LBA dos
descendentes. Isto sugere que a reducao na infiltracao eosinofilica pela exposicao
materna ao LPS depende da ativacdo da iNOS. E bastante provavel que a

exposigao acentuada ao NO no periodo pré-natal influencia o recrutamento de
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eosinofilos nas vias aéreas nos filhotes adultos desafiados com alérgeno. Além
dos eosindfilos, o tratamento pré-natal com LPS reduziu (porém, em menor
magnitude) o numero de células mononucleares no LBA, sendo esta reducdo nao
significantemente prevenida pelo tratamento materno com aminoguanidina. As
contagens de neutréfilos ndo foram significantemente afetadas pela exposi¢ao
materna ao LPS, embora o tempo de 48 h apds o desafio com OVA néao seja o
ideal para avaliar neutréfilos. Ja ha relato na literatura que a exposicao ao LPS no
periodo perinatal é capaz de reduzir a resposta inflamatéria na vida adulta”. De
maneira geral, nossos dados de LBA sugerem que o NO derivado da iNOS
durante a gestacao atua regulando preferencialmente o trafego de eosindfilos na
prole adulta.

Em humanos, a exposicdo ao LPS previne a asma alérgica. Braun-
Fahrlander e colaboradores, em 2002 observaram, em criancas com idade
variando entre 6 e 13 anos, uma relacao inversa entre os niveis de LPS e asma;
criangcas que dormiam em colchdes com altos niveis de endotoxina apresentaram
menores indices desta patologia. Estes resultados levam a reflexdo sobre a
necessidade do uso de procedimentos domésticos de limpeza cada vez mais
agressivos.

O presente estudo revelou que na prole fémea a medula éssea dos animais
do grupo nao desafiado prenatalmente e sensibilizados com OVA mostrou um
aumento no numero de eosindéfilos 48 h apds o desafio, aumento este que foi
acompanhado por significante eosinofilia. Este aumento no niumero de eosindfilos
na medula éssea e no sangue & compativel com estudo prévio que utilizou ratos

sensibilizados com OVA'". Em acordo com os resultados do LBA, o aumento no
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namero de eosinéfilos na medula éssea também foi bastante atenuado na prole de
ratas expostas ao LPS durante a gestacao. Contrastando com os dados de LBA, o
pré-tratamento com aminoguanidina nas ratas prenhes néao reverteu a supressao
eosinofilica causada pelo LPS, tanto na medula 6ssea quanto no sangue. Isto
sugere que a ativacado da iNOS e a consequente producdo de NO pela exposicao
materna ao LPS modula o trafego de eosinéfilos nos filhotes ao nivel das vias
aéreas, sem o envolvimento de outros compartimentos como medula 6ssea e
sangue circulante. Ja em machos, este perfil de resposta celular, tanto em medula
O6ssea quanto em sangue nao foi reproduzido; isto se deve, provavelmente, as
diferencas existentes entre os géneros'#%4!,

O papel dos hormbnios sexuais na asma ainda nao € bem compreendido.

Hayashi e colaboradores'#

observaram uma reducgao da inflamacao brénquica e
influxo eosinofilico em camundongos BALB-C machos em comparagdo com
fémeas, em modelo de inflamagéo tardia de vias aéreas induzido por OVA. Tais
dados sdo corroborados com os achados de Melgert e colaboradores?, que
observaram, também em camundongos BALB-C, uma maior resposta ao desafio
com OVA em fémeas em comparacdo a machos, com um maior influxo
eosinofilico, células CD4 (+) células T, células B, e niveis de IL-4, IL-13, interferon-
gama e IgE. Por outro lado, o estrégeno reduziu a hiperreatividade brénquica em
camundongos BALB-C sensibilizados com OVA e desafiados por 10 dias
consecutivos com este mesmo alérgeno’*.

O LPS ¢é -conhecido por ativar a resposta imune e estimular

monocitos/macréfagos a liberar uma variedade de citocinas inflamatérias como

TNF-a'%. Desta forma, levantamos a hipétese que a producdo de TNF-a apds o
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desafio com OVA poderia estar alterada em animais submetidos a exposi¢ao pré-
natal. Apesar disto, os niveis de TNF-a no LBA 48 h apds o desafio com OVA
foram muito baixos, ndo sendo observadas diferengas entre os grupos. Isto sugere
que o TNF-a n&o participa do mecanismo responsavel pela redugédo do infiltrado
eosinofilico observada em animais expostos ao LPS no periodo pré-natal. Poréem,
deve-se ressaltar que, na maioria dos sistemas, 48 h ndo é o tempo ideal para a
dosagem de TNF-a apos o desafio alérgico. O TNF-a € normalmente detectado
em aproximadamente 3 h apds o desafio com OVA'*. Este tempo nao pdde ser
empregado no presente trabalho.

Em um estudo de 2000, Shanks e colaboradores’’ mostraram que a
exposicdo perinatal a endotoxina bacteriana gram negativa de Salmonella
enteritidis promoveu alteragbes, tanto enddcrinas sobre o eixo HPA, quanto

s

imunes. E amplamente estabelecido que citocinas inflamatérias estimulam a

14147 Em nosso trabalho, avaliamos a

producdo de corticoides enddgenos
concentracao plasmatica de corticosterona nos animais expostos ao LPS pré-
natal. Como esperado, os animais machos desafiados com OVA apresentaram
uma concentracdo basal de corticosterona aumentada em compara¢ao aos nao
sensibilizados. As fémeas controle apresentaram o mesmo perfil de resposta,
porém nao significativo. Ainda em fémeas, a exposicao pré-natal ao LPS reduziu,
de maneira significativa, os niveis de corticosterona plasmatica nos animais
desafiados com OVA, sugerindo que esta exposi¢cdo pode promover alteragdes

neuroendocrinas na prole adulta. Estes resultados ndo foram observados em

machos.

105



Outro protocolo experimental utilizado foi o de expor os animais
prenatalmente expostos ao LPS (ou salina) a injecao intratraqueal pelo proéprio
LPS, com o objetivo de avaliar se a resposta a estimulo ndo-alérgico também &
modificada pela estimulacado imune pré-natal. A injecao intratraqueal de LPS (750
ug/cavidade) induziu, apds 4 horas, um macico influxo celular, especialmente de
neutrofilos, tanto nos animais expostos prenatalmente ao LPS quanto nos
controles. Este influxo neutrofilico ap6s a injecdo intratraqueal de LPS é
compativel com estudos prévios'*®'*°. Neste protocolo ndo foram observadas
diferencas entre os grupos no que se refere ao tratamento pré-natal; porém, deve-
se salientar que as alterag6es produzidas pela exposi¢ao pré-natal ao LPS frente
ao estimulo alérgico foram observadas 48 h ap6s o desafio antigénico. Assim,
seria também adequado observar, futuramente, o comportamento destas células

no LBA em uma reposta mais tardia para que se possa afirmar que o desafio

imune pré-natal reduz apenas a resposta alérgica.
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V. Conclusoes

>

A exposicdo pré-natal a dexametasona produziu redugdo no peso dos

animais, no desmame, tanto em machos quanto em fémeas.

A exposigao pré-natal a dexametasona exacerbou o infiltrado eosinofilico
na resposta inflamatéria celular alérgica tanto em machos quanto em

fémeas.

A exposicado pré-natal ao LPS promoveu aumento do peso da prole ao

nascer e no desmame.
A exposicdo pré-natal ao LPS provocou reducdo na produgdo de
corticosterona em resposta a inflamacgéo alérgica, sugerindo hipoatividade

do eixo HPA.

A exposicao pré-natal ao LPS reduziu o influxo de células no LBA, que foi
revertido pelo tratamento com AG.

Em resumo, nossos resultados mostram que a exposicdo pré-natal a

dexametasona promove exacerbacao da resposta inflamatoria alérgica em ratos

adultos, ao passo que a exposicao pré-natal ao LPS reduz esta resposta através

de mecanismo dependente de 6xido nitrico oriundo de iNOS.

A exposicdo a desafios pré-natais promove alteracbes na inflamacéo

pulmonar alérgica; porém, as caracteristicas do desafio produzem resultados

diferentes.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 567-1, sobre "MODULACAO DA RESPOSTA
INFLAMATORIA PULMONAR EM RATOS PRENATALMENTE EXPOSTOS AO
CHOQUE _ SEPTICO" sob a responsabilidade de Prof.Dr. Edson
Antunes[Fernar;da Beatriz Bordoni de Godoy Datti estd de acordo com os

Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
ExperimentagéoiAnimal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 04 de julho de 2003.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 567-1, entitled "MODULATION OF PULMONAR
INFLAMMATORY RESPONSE IN RATS PRENATALY SUBMITTED TO SEPTIC
SHOCK?", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established

by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was
approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State
University of Campinas - UNICAMP) on July 4, 2003.

Campinas, ] de Agosto de 2003.

\ 2° VIA

f%éu‘ v

[

Profa. Dra. Liana Verinaud
Presidente - CEEA/IB/UNICAMP

Fatima so
Secretaria - CEEA/IB/UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERINO VAZ
CEP -13.081-970 - CAMPINAS - SP - BRASIL

TELEFONE 55 19 3788-6359
FAX 55 19 32893124

130



