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RESUMO

A obesidade e a asma sdo doencas prevalentes e crescentes, € ambas tém impacto
significativo na satide publica mundial. O aumento simultdneo da prevaléncia da asma e da
obesidade tem levado investigadores a sugerir que a obesidade possa ser um fator
importante no desenvolvimento da asma, ou até piorar um quadro de asma pré-existente.
Numerosos estudos populacionais conduzidos em todo o mundo indicam que a prevaléncia
de asma é maior em individuos obesos versus magros. Além disso, diversos estudos
prospectivos, tanto em adultos quanto em criangas, indicam que o risco relativo da
incidéncia de asma aumenta com o indice de massa corporal (IMC). A obesidade também
piora o controle medicamentoso da asma e a gravidade desta doenca. Recentemente,
diversos dados emergiram indicando que a inflamagdo associada a obesidade pode
aumentar a propensao para o desenvolvimento de asma. Acredita-se que a resisténcia a
insulina associada a obesidade desempenha importante papel no desenvolvimento da asma,
explicando, ao menos em parte, a associacdo da asma com obesidade. Relatos recentes
indicam uma alta prevaléncia de resisténcia a insulina em pacientes obesos e asmaticos
versus obesos ndo asmadticos, sugerindo que a resisténcia a insulina possa contribuir com
este fen6tipo. Baseado nestas informacdes, o objetivo deste trabalho foi verificar se doencas
metabdlicas associadas a obesidade, tal como a resisténcia a insulina, podem estar
envolvidas na exacerbagdo da asma associada a obesidade. No presente estudo observamos
que o tratamento de camundongos obesos com metformina corrige a resisténcia a agao
sistémica da insulina. Além disso, metformina normaliza o transito dos eosinéfilos da
medula dssea até o lumen em animais obesos e desafiados com OVA. Essa normaliza¢io

parece ser mediada pela ativacdo da AMPK no pulmao e diminui¢cdo das concentracdes de
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TNF-a e NOx no LBA e inibi¢do da expressao de iNOS induzida pelo fator de transcri¢ao
NF-«xB no pulmio. Além disso, ao normalizar o trifego de eosinéfilos da regido
peribronquiolar para a luz das vias aéreas, o tratamento com metformina induz
concomitante diminui¢do do actimulo de eosinéfilos na medula 6ssea devido a regulagcao
positiva da expressdao de moléculas de adesdo VLA-4 e Mac-1 na superficie das células e
posterior aumento da resposta adesiva a [CAM-1 e VCAM-1. Os resultados descritos neste
estudo parecem confirmar a hipdtese que a resisténcia a insulina, resultante da obesidade,
medeia a exacerbacdo da resposta inflamatéria pulmonar observada em animais obesos.
Dessa forma, ao corrigir a resisténcia a insulina sistémica através da ativacdo da AMPK,
camundongos sensibilizados obesos aceleram o inicio do processo de resolucdo da

inflamacdo pulmonar alérgica.
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ABSTRACT

Obesity and asthma are prevalent and increasing diseases, and both have significant impact
on global public health. The increase in prevalence of asthma and obesity has led
researchers to suggest that obesity may be an important factor in the development of
asthma, or even worse the pre-existing asthma. Numerous populational studies conducted
around the world indicate that the prevalence of asthma is higher in obese versus lean
person. In addition, several prospective studies, both in adults and in children, indicate that
the relative risk of incident asthma increases with body mass index (BMI). Obesity also
worsens the drug therapy of asthma and the severity of this disease. Recently, several data
emerged showing that the inflammation associated with obesity increase the propensity for
development of asthma. It is believedthat insulin resistance associated with obesity plays an
important role in the development of asthma, explaining, at least in part, asthma associated
with obesity. Recent reports indicate a high prevalence of insulin resistance in obese
asthmatics versus obese non-asthmatics patients, suggesting that insulin resistance may
contribute to this phenotype. Based on this information, the purpose of this study was to
determine whether metabolic diseases associated with obesity such as insulin resistance, are
involved in asthma exacerbation associated with obesity. In the present study we observed
that obese mice treated with metformin, impairs the resistantance to the systemic action of
insulin. Furthermore, in obese mice challend with OV A, metformin normalizes the transit
of eosinophils from bone marrow to the lung lumen. This normalization is mediated by
AMPK activation in the lung, as well as decreased concentrations of TNF-a and nitrite and
nitrate in BAL fluid accompanied by the inhibition of NF-kB induced iNOS expression in

the lung. Furthermore, by normalizing the eosinophils trafficking from peribronchiolar
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region to airway lumen, metformin treatment induces concomitant reduction in the
accumulation of eosinophils in bone marrow through the upregulation of adhesion
molecules VLA-4 and Mac-1 on cell surface and subsequent increase in the adhesive
response to plates coated with ICAM-1 and VCAM-1. Our data seem to confirm the
hypothesis that insulin resistance resulting from obesity mediates the exacerbation of
airway inflammation in high fat-diet mice. Thus, by normalizing the systemic insulin
resistance through the atictivation of AMPK, obese sensitized mice pogress to resolution of

allergic airway inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Obesidade

A obesidade € considerada atualmente um dos principais problemas de sadde
publica. Nos ultimos 25 anos a incidéncia da obesidade aumentou dramaticamente em todo
o mundo. Dados obtidos até o ano de 2008 estimam que existem mundialmente 1,45
bilhdes de adultos acima do peso, dos quais 500 milhdes sao obesos (Flegal et al., 2010). O
nimero de individuos com excesso de peso ji ultrapassa o niimero de pessoas desnutridas,
uma estatistica que, em parte, reflete a aceitacdo global de alimentos ricos em gorduras,
porém carente de vitaminas e micronutrientes (Finucane et al., 2011). Por conseguinte, o
aumento da obesidade mundial tem resultado em uma explosdao de problemas de saide
relacionados, como resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, doengas coronarianas, esteatose
hepética, cancer, distirbios do trato urinario e asma (Berrington de Gonzalez, et al., 2010;
Toque et al., 2010; Agrawal et al., 2011). Dentre as principais causas da obesidade,
destacam-se as mudancas alimentares da populacdo com o excessivo consumo energético,
composto por alimentos pobres em nutrientes e ricos em gordura saturada e acucares,
acompanhado de reducdo da atividade fisica (WHO, 2004). Além disso, a predisposicao

genética parece ser fator determinante na suscetibilidade a obesidade (Slomko et al., 2012).

Esta atualmente bem estabelecido que abordagens comportamentais e dietéticas t€ém
se mostrados ineficazes no combate a obesidade (Leibel, 2008), e assim a énfase atual esta
focada na compreensdo das correlacbes moleculares entre obesidade e as doencas

metabdlicas cronicas. Neste contexto, a inflamacdo cronica de baixo grau, que € mediada

32



principalmente por células do sistema imune inato e adaptativo surgiu como um elo
importante entre obesidade e alteragdes metabdlicas (Hotamisligil, 2006; Olefsky e Glass,
2010). Hotamisligil e colaboradores (1993) foram os primeiros a identificar as primeiras
ligacdes entre obesidade, inflamacdo e resisténcia a insulina. Nestes relatos iniciais, os
autores observaram que o tecido adiposo de animais obesos expressa fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), uma citocina pré-inflamatéria que promove resisténcia a insulina
através de fosforilacdo em serina do substrato do receptor de insulina 1 (IRS1). Embora
essas descri¢Oes iniciais tenham langado as bases moleculares associando inflamagdo no
tecido adiposo e resisténcia a insulina, a verdadeira natureza deste processo inflamatdério
deixou de ser investigada por mais de uma década.

A obesidade e doencas associadas, como resisténcia a insulina, diabetes do tipo 2,
dislipidemia e esteatose hepatica, condi¢do atualmente conhecida como sindrome
metabdlica, representam um dos maiores desafios para a ci€éncia basica e pesquisas clinicas.
E evidente que o desenvolvimento de modelos animais apropriados é crucial para os
estudos da patogénese e terapia desta complexa desordem metabdlica. Do ponto de vista
cientifico € racional a necessidade ndo somente de um fendtipo, mas também de um modelo
que reproduza em animais as condi¢des patoldgicas encontradas nos humanos (Buettner et
al., 2007). Considerando a natureza poligénica da sindrome metabdlica humana, fica claro
que os estudos voltados a obesidade monogénica (camundongos ob/ob ou ratos obesos
Zucker; ( fa/fa) devem ser interpretados com cautela. Por essa razdo, diversos estudos vém
utilizando dietas enriquecidas com gordura, conhecidas como dietas hiperlipidicas, para
produzir modelos de obesidade em roedores. A primeira descricdo desta intervengdo

nutricional data da década de 40. Estudos subseqiientes revelaram que as dietas
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hiperlipidicas promovem hiperglicemia e resisténcia a insulina (Sclafani, 1991; Ikemoto et
al.,, 1996; Woods et al., 2003). Baseado nestas experiéncias estd bem estabelecido que
dietas hiperlipidicas podem ser utilizadas para criar um modelo vélido de obesidade em
roedores (Buettner et al., 2007). Dentre estas linhagens, os camundongos C57BL/6J sdo os
mais utilizados como modelo de sindrome metabdlica e resisténcia a insulina (Collins et al.,
2004). A predisposicao desta linhagem para desenvolver obesidade tem sido explicada pelo
aumento na resisténcia a leptina quando comparado a outras linhagens (Takahashi et al.,

2002; Prpic et al., 2003).

1.1.1. Obesidade e resisténcia periférica a agdo da insulina

A resisténcia dos tecidos metabdlicos, tais como tecido adiposo, figado e misculo,
as acdes anabdlicas da insulina é denominado resisténcia a insulina, uma caracteristica das
disfungdes metabdlicas induzida pela obesidade (Kahn e Flier, 2000). A resisténcia a
insulina manifesta-se como disponibilidade de glicose deficiente no misculo e aumento da
lipélise de triglicerideos no tecido adiposo, o que resulta em hiperinsulinemia,
hiperglicemia e hiperlipidemia (Kim et al., 1996; Shulman, 2000). Em contraste, o figado
exibe resisténcia parcial a insulina, com supressdo prejudicada da producdo de glicose
(gliconeogénese), mas ndo da lipogénese (Brown e Goldstein, 2008). A resisténcia
periférica a insulina em tecidos metabdlicos induz aumento da secre¢do de insulina pelas
células beta no pancreas, um processo denominado hiperinsulinemia compensatoria. No
entanto, com o agravamento da resisténcia a insulina, ocorre a exaustdo da célula f,
resultando em hiperglicemia sustentada e diabetes tipo 2 (Kahn e Flier, 2000; Shulman,

2000). Em geral, varios mecanismos extrinsecos e intrinsecos exibem uma relagdo de causa
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e efeito entre o ganho de peso e resisténcia periférica a insulina (Qatanani e Lazar, 2007).
As vias intrinsecas incluem disfunc@o mitocondrial, estresse oxidativo, estresse de reticulo
endoplasmdtico e deposicao lipidica ectépica. As alteragdes nos niveis de adipocinas
circulantes e de 4cidos graxos, assim como a ocorréncia de inflamacdo do tecido
metabdlico compreendem os mecanismos extrinsecos, os quais modulam a agdo periférica

da insulina (Chawla et al., 2011).

Weisberg e colaboradores (2003) demonstraram que a obesidade leva a infiltracao
do tecido adiposo por macréfagos e células do sistema imune (linfécitos e neutréfilo), que
sdo as principais células responsdveis pela resposta inflamatdria neste tecido (Ferrante,
2007; Odegaard e Chawla, 2011). Os macréfagos encontrados no tecido adiposo de
camundongos obesos tém um feno6tipo pro-inflamatério classico (M1) e induzem expressao
de TNF-a e iNOS (Lumeng et al., 2008). Macréfagos alternativamente ativados (M2),
encontrados no tecido adiposo magro, exercem papel crucial na manutencdo da
sensibilidade a insulina, através da secrecdao de interleucina-10 (IL-10) (Lumeng et al,
2008; Odegaard e Chawla, 2011), uma citocina reguladora que potencializa a sinalizagcdo de
insulina em adipdcitos. Em contraste, os macréfagos classicamente ativados no tecido
adiposo de obesos secretam citocinas pré-inflamatérias (Lumeng et al, 2008; Olefsky e
Glass, 2010) que induzem resisténcia a insulina através da fosforilacao inibitéria do residuo
de serina do IRS mediada pela IkB quinase B-(IKKp) e pela jun N-terminal quinase (JNK)

(Shoelson et al., 2003; Chawla et al., 2011).
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1.1.2. Metformina

A metformina é uma das drogas antidiabéticas orais mais prescritas no mundo,
sendo o medicamento de escolha no tratamento inicial do diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
especialmente em pessoas obesas, resistentes a insulina (Bailey e Turner, 1996; ADA,
2008). Apesar da longa histéria e de décadas de sucesso na clinica, o mecanismo de ac¢do da
metformina permanece pouco esclarecido.

A reducdo da glicemia pela metformina deve-se principalmente as suas acdes
hepéticas e musculares, que apresentam efeito sensibilizador da insulina (Bailey e Turner,
1996). No figado, inibe a gliconeogénese e a glicogendlise, enquanto nos tecidos
periféricos insulino-dependentes, principalmente na musculatura esquelética, aumenta a
captacdo de glicose, provocando rdpida reducdo da glicemia plasmadtica. Diferentemente
dos secretagogos, a metformina nem aumenta os niveis plasméaticos de insulina, nem causa
hipoglicemia, mesmo em doses terapéuticas (Bailey e Turner, 1996). Esta biguanidina
também parece alterar o metabolismo lipidico, diminuindo os triglicérides plasmaticos e
acidos graxos livres em virtude de uma inibi¢do da lipdlise (Hemmingsen et al., 2009).
Estudos mostraram também reduc¢do na taxa de colesterol total e de LDL e discreto
aumento na taxa de HDL (Rains et al., 1989; Nagi e Yudkin, 1993; Despres, 2003).

Acredita-se que a metformina exerca sua acdo farmacoldgica através da ativacao da
proteina quinase ativada por AMP (AMPK). Esta enzima induz uma cascata de eventos
intracelulares em resposta a mudanca da carga energética celular (Carling, 2004; Canto e
Auwerx, 2010; Hardie et al., 2012). AMPK € uma serina/treonina quinase e consiste em um

complexo heterodimérico, que inclui uma subunidade catalitica a e duas unidades

regulatérias B e y. Existem duas isoformas da subunidade o (ol e a2) e B (Bl e B2) e trés
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subunidades y (y1,y2,y3), as quais sdo diferentemente expressas nos tecidos de mamiferos.
A AMPK ¢ ativada via regulacdo alostérica do aumento da concentracio de AMP e pela
fosforilacdo em Thr172 da subunidade o através da serina/treonina quinase LKB1 e da
proteina quinase 3 dependente de cdlcio-calmodulina (CaMKKp) (Hardie et al., 2012). |A
AMPK atua em diversos substratos downstream, os quais sdo normalmente enzimas
metabdlicas e proteinas envolvidas na regulagdo da transcri¢do gé€nica (Salminen et al.,
2012). Sua principal fungao sinalizadora é responder aos requerimentos metabdlicos, tanto
através da estimulacao da producdo de energia, incluindo catabolismo de glicose e lipideos
ou inibi¢do das vias de consumo energético, como sintese de proteina, de dcidos graxos e
de colesterol. A atividade diminuida da AMPK pode induzir resisténcia a insulina em

diversos tecidos (Canto e Auwerx, 2010; Hardie et al., 2012).

1.2. Asma

A asma € um problema sério de satde publica mundial, pois afeta pessoas de todas
as idades, podendo ser grave e algumas vezes fatal. Atualmente, a asma atinge 300 milhdes
de individuos no mundo, sendo considerada uma preocupacdo mundial (Global Initiative
National for Asthma, 2011; Wenzel, 2012). Nos ultimos 30 anos tem se observado um
aumento da prevaléncia da asma em paises industrializados, principalmente nas areas
urbanas (Cooper et al., 2006; Kazani et al., 2011). Os paises da América Latina, incluindo o
Brasil, vém sofrendo com o rdpido processo de mudancas na populacdo, que inclui
urbanizacio, migracdo, desenvolvimento econdmico e a ado¢do do moderno estilo de vida.
Neste contexto, a asma e as doencas alérgicas estio entre os principais problemas de saude
publica em ascensdo, principalmente na populacdo infantil (Cooper et al., 2006; Pearce e

Douwes, 2006).
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A exemplo da obesidade, a asma também € considerada uma doencga inflamatdria
cronica, e, embora ndo se conheca a natureza exata da doencga, acredita-se que envolva
interacdes com fatores ambientais e genéticos (Wenzel, 2012). E uma doenga complexa,
caracterizada por obstrucdo e inflamacdo das vias aéreas e hiperreatividade bronquica a
vdrios estimulos, a qual € reversivel espontaneamente ou com tratamento farmacoldgico
(Hanania, 2008; Lemanske e Busse, 2010; Holgate, 2012). A inflamacdo cronica das vias
aéreas envolve diversos tipos celulares, como linfécitos, neutréfilos, mastdcitos e
especialmente eosindfilos, que desempenham fungdes importantes (Holgate, 2008). A
ativacdo destas células leva a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e citocinas, os
quais causam aumento da permeabilidade vascular, contracdo da musculatura bronquica,
infiltracdo de células inflamatdrias, hipersecre¢ao de muco, hiperreatividade das vias aéreas
e por ultimo remodelamento das vias aéreas. Estas mudangas sdo expressas clinicamente
como chiado, respiracdo curta e ofegante, dispnéia, tosse e deposicao de muco.

A asma alérgica é a mais comum, sendo frequentemente associada a histérico
familiar de atopia, podendo ser desencadeada por antigenos ambientais (Robbins et al.
1994; Galli e Tsai, 2012). A atopia e doencas relacionadas como a asma, rinite alérgica e
dermatite atdpica sao conhecidas como doencas presentes em tecidos especificos, como
pulmao, nariz e pele, respectivamente. Recentemente, porém, tem se proposto que a alergia
exibe natureza sistémica, devendo-se considerar a participacdo da medula dssea e eventos
hematopoiéticos sistémicos relacionados aos processos alérgicos (Denburg, 2008). Em
sujeitos alérgicos, a provocacdo com alérgeno promove uma resposta sistémica,
estimulando a producdo de progenitores de células inflamatdrias especificas (eosinofilos)

na medula OGssea, levando a diferenciacdo precoce de eosindfilos e liberagdo do
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compartimento da medula 6ssea (Uhm et al., 2012), quando entdo sdo recrutadas para a

mucosa respiratdria e outros tecidos (Rankin, 2008).

1.2.1. Fisiopatologia da Asma

O desenvolvimento da crise de asma e a relagdo desta com o fator desencadeante
tém sido estudados mais amplamente em individuos atépicos. O processo de sensibilizacao
da doenca provavelmente representa a primeira etapa para o desenvolvimento do quadro
asmdtico. Os alergenos inalados entram em contato com a mucosa respiratoria e sdo
capturados por células dendriticas presentes no epitélio bronquico. Estas células sdo
capazes de reconhecer, processar e apresentar o antigeno aos linfécitos T. A interacdo
destas células com os linfécitos T faz com que os linfécitos B sejam estimulados,
produzindo imunoglobulina E (IgE), que, liberadas na circulacdo, se ligam a receptores de
alta afinidade presentes em mastdcitos (Holgate et al, 2005; Afshar, 2008; Galli e Tsai,
2012). Nos préximos contatos como agente desencadeante, a maioria dos pacientes
asmaticos desenvolve uma fase imediata e uma fase tardia de broncocostricio. A fase
imediata se instala em poucos minutos sendo caracterizada por obstru¢ao das vias aéreas de
curta duragdo. A fase tardia ocorre apds cerca de 3 horas de contato com o alérgeno,
podendo durar por vérios dias. Nesta fase, hd um amplo processo inflamatério decorrente
de intensa migragdo celular para as vias aéreas (O'Byrne, 1998; Holgate, 2008; Holgate,
2012).

Um aspecto fundamental da asma associado a sensibilizag@o alérgica € a habilidade

das vias aéreas em reconhecer os alergenos ambientais e gerar uma resposta do tipo Th2.
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Uma vez sensibilizados, os linfécitos T ndo somente migram das vias aéreas para o local de
apresentacdo do antigeno, mas também se tornam potentes produtores de diversas citocinas,
como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina (IL-9),
interleucina (IL-13) e fator estimulante de colonia de macréfago-granulécito (GM-CSF)
(O'Byrne, 2005; Afshar et al., 2008; Holgate, 2008; Islam e Luster, 2012). Através da
producdo de citocinas, estas células T sdo capazes de recrutar células efetoras secunddrias,
tais como macrofagos, basoéfilos, neutréfilos e principalmente eosinéfilos para a zona
inflamada, onde se tornam primadas e subseqiientemente ativadas para a secrecdo de

mediadores inflamatérios (Umetsu e Dekruyff, 2006; Holgate, 2012).

1.2.2. A importdncia dos eosindfilos na asma

Individuos asméticos tém nimero elevado de eosindfilos no sangue e no lavado
broncoalveolar (LBA) e infiltrado inflamatério pulmonar rico em células ativadas
(mastdcitos, mondcitos, linfocitos), principalmente eosinéfilos (Uhm et al., 2012). A
importancia dos eosindfilos foi enfatizada pelos achados que correlacionavam o grau de
eosinofilia no sangue e LBA com o grau de hiperreatividade bronquica e gravidade da asma
(Szefler et al., 2012). Os achados obtidos de pacientes asmaticos e de modelos de asma
experimental mostram que os eosindfilos desempenham um papel importante nesta; sendo
assim, seu acumulo seletivo e ativagdo na mucosa bronquica sdo considerados eventos

centrais na patogénese da asma (Weller, 1991; Holgate, 2008; Szefler et al., 2012).

Eosinofilos derivam de células progenitoras hematopoiéticas CD 34+ na medula
Ossea que, sob acdo da IL-3, IL-5 e GM-CSF, se diferenciam em eosinéfilos a partir de seus

precursores mieldides (Boyce et al., 1995; Trivedi e Lloyd, 2007). Em resposta a diversos
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estimulos, os eosinéfilos sdo recrutados da circulagdo para o local inflamado, onde
modulam a resposta inflamatéria (Barnes, 2011). Eosin6filos ativados liberam substancias
citotéxicas, como espécies reativas de oxigénio (ERO) e proteinas téxicas como a proteina
basica principal (MBP), proteina catidnica do eosinéfilo (ECP), neurotoxina derivada do
eosinéfilo (EDN) e peroxidase do eosinéfilo (EPO), além de produzirem e liberarem varios
mediadores pré-inflamatérios, incluindo citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos
(Hogan, et al., 2008; Finiasz et al.; 2011; Kita, 2011). Dentre as citocinas citadas
acima, a IL-5 é a mais especifica para a linhagem eosinofilica sendo responsdvel pelo
crescimento, diferenciagdo, ativacdo e sobrevida desses leucdcitos (Sanderson, 1992;
Collins et al.,, 1995; Barnes, 2008). A eotaxina exerce atracdo especifica sobre os
eosindfilos, atuando predominantemente em receptores CCR-3 (Barnes, 2008). Os
mecanismos responsaveis pelo recrutamento de eosinéfilos para o sitio inflamatério ainda
ndo estdo completamente elucidados; porém, evidéncias apontam para o envolvimento de
IL-3, GM-CSF, IL-5 e quimiocinas, principalmente a eotaxina (Rosenberg et al., 2007;
Uhm et al., 2012). Supde-se que a IL-5 e a eotaxina ajam cooperativamente neste evento,
onde a IL-5 atuaria ativando e aumentando o nimero de eosinéfilos em resposta a eotaxina
(Mould et al., 1997, Palframan et al., 1998b; Rothenberg et al., 2006).

Acredita-se que o recrutamento de eosindfilos para as vias aéreas exacerbe a asma e
contribua para o carater cronico desta doenga (Barnes, 2011). A migracdo de eosindfilos
para o tecido inflamado é um processo complexo, regulado por numerosos fatores,
incluindo citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico (NO) e interagdes de moléculas de adesdo
(Szefler et al., 2012). As integrinas estdo entre as proteinas celulares mais versateis, e tém

sido alvo de muito interesse no estudo da patogénese da asma por serem moléculas de
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adesdo importantes no extravasamento dos eosindfilos para as vias aeriferas (Broide e
Sriramarao, 2001). As integrinas mais importantes na adesdo firme de eosinéfilos ao
endotélio sdo Mac-1 (CD11b/CD18; axp,) e VLA-4 (CD49d/CD29; auf), que se ligam a
intercellular adhesion molecule-1 (1ICAM-1) e vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-
1), respectivamente. A ICAM-1 e VCAM-1 s3ao membros da superfamilia das
imunoglobulinas; estdo presentes na superficie das células endoteliais, e sdo responsaveis
pela interacdo célula-célula (Lampinen et al, 2004; Gonlugur e Efeoglu, 2004). Apéds a
adesdo firme, os eosindfilos sdo capazes de migrar para os tecidos em resposta a fatores

quimiotéticos produzidos no local da inflamacao.

O NO tem sido apontado como potencial mediador na inflamacdo asmatica
(Thomassen et al.,, 1999; Sugiura e Ichinose, 2011). Animais submetidos ao desafio
alergénico assim como pacientes asmaticos apresentam niveis elevados de NO no ar
exalado (Barnes e Liew, 1995; Petsky et al., 2012; Szefler et al., 2012). Embora a fonte
exata do NO ndo esteja esclarecida, hd indicios de que seja advindo da iNOS produzida
pelas células epiteliais das vias aéreas inferiores (Hjoberg et al., 2004; Iijima et al., 2005;
Xia et al, 2012). Camundongos knockout para a iINOS apresentam manifestagdes da
inflamacdo pulmonar alérgica bastante atenuadas, incluindo reducio do infiltrado eosinofilico
(Xiong et al., 1999). Outros trabalhos conduzidos em animais sensibilizados com antigeno
mostraram que L-NMMA, L-NAME (inibidores ndo seletivos da iNOS) e aminoguanidina
(inibidor seletivo da iNOS) inibem o influxo de células inflamatérias induzido pelo
alérgeno. Esses trabalhos apdiam o conceito de que o NO, através da iINOS, exerce um
papel importante na migracdo de células inflamatorias (Ferreira et al., 1996, 1998;

Korhonen et al., 2005; Hesslinger et al., 2009; Prado et al., 2011; Marques et al., 2012).
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A fungdo do NO depende da sua concentracdo e da sua interacdo com biomoléculas
e proteinas. O NO reage com ERO, em especial com anion superoxido (O,), formando o
peroxinitrito (ONOO-), o qual induz modificagdes covalentes do residuo tirosina de
diversas proteinas (nitragdo), causando alteracdes estruturais e bioldgicas, além de causar
dano ao DNA celular e inibir a cadeia respiratéria mitocondrial (Folkerts et al., 2001;

Andreadis et al., 2003; Sugiura e Ichinose, 2011).

1.3. Asma e obesidade

A asma e a obesidade sdo importantes problemas de satde publica (Flegal et al.,
2002). Nos ultimos 30 anos, a incidéncia de obesidade cresceu de forma dramadtica em todo
o mundo enquanto que a prevaléncia de asma triplicou (Mannino et al., 2002). Ainda
permanece incerto se esta associacdo € causal ou coincidente, e o maior desafio na
compreensdo da natureza da relacdo entre obesidade e asma tem sido determinar se a
obesidade realmente modifica o risco da asma ou o seu fenétipo. No final da década de
noventa, Camargo e colaboradores (1999) reportaram o primeiro estudo prospectivo
associando a obesidade e o risco do desenvolvimento de asma em adultos. A partir dai,
diversos grupos ao redor do mundo, utilizando uma variedade de modelos confirmaram
uma associacido positiva entre o indice de massa corporal (IMC) e a asma (Ford, 2005;
Santamaria et al., 2012). Dados epidemiolégicos indicam um aumento da incidéncia de
asma em adultos e criangas com sobrepeso e obesos (Moudgil, 2000; Ford, 2005; Ma et al.,
2010; Arshi et al, 2010; Santamaria et al., 2012). Numerosos estudos populacionais

z

conduzidos em todo mundo indicam que a prevaléncia de asma € maior em individuos

43



obesos versus magros. Além disso, diversos estudos prospectivos, tanto em adultos quanto
em criangas, indicam que o risco relativo da incidéncia de asma aumenta com o IMC
(Shaheen et al., 1999; Thomson et al., 2003; Pakhale et al., 2010). A obesidade também
piora o controle medicamentoso da asma e a gravidade desta doenca (Tantisira et al., 2001;
Varraso et al., 2005; Saint-Pierre et al, 2006; Lavoie et al., 2006; Chanez et al., 2007;
Taylor et al., 2008; Sutherland et al., 2010; Dixon, 2012). As observa¢des que a perda de
peso, seja cirirgica ou por indugdo de dieta, proporciona melhora das diversas
consequéncias da asma, incluindo prevaléncia, gravidade, uso de medicamentos e
hospitalizacdes, reforcam a relacio entre a obesidade e a asma (Hakala et al., 2000; Ford et
al., 2003; Beuther et al., 2006; Sikka et al., 2010; Sideleva et al., 2012). Tem sido sugerido
que a obesidade e a asma apresentam algumas etiologias comuns, principalmente em suas
bases genéticas (Weiss, 2005); entretanto, € possivel que existam outros mecanismos
biolégicos através dos quais a obesidade possa ser tanto a responsavel pela causa ou pelo
agravamento da asma.

Dados obtidos de modelos animais também sustentam esta relagao entre obesidade e
asma (Shore e Johnston, 2006; Shore, 2007; Calixto et al., 2010; Lintomen et al., 2012). Na
tentativa de avaliar os mecanismos relevantes da associacdo da obesidade e da asma,
camundongos obesos vém sendo utilizados para descrever os potenciais mecanismos
através dos quais a obesidade pode modular a inflamacdo das vias aéreas e/ou sua fungdo.
O modelo mais freqiientemente utilizado nestes estudos é o de obesidade genética,
incluindo camundongos geneticamente deficientes na producdo de leptina (camundongos
ob/ob), que vem a ser o principal hormonio responsavel pela regulacio do apetite e do gasto

energético, ou do receptor de leptina (camundongos db/db), assim como camundongos
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deficientes da producdo de carboxipeptidase E (camundongos Cpefat), uma enzima
importante no processamento de pré-hormoénios e pré-neuropeptideos envolvidos na
saciedade e no gasto de energia (Leibel et al., 1997). Estes estudos tém examinado
principalmente o impacto da obesidade na hiperreatividade inata das vias aéreas, assim
como na resposta a agentes desencadeadores de asma, como o ozdonio (poluente do ar) e
alergenos. Camundongos obesos ob/ob, db/db e Cpefat exibem hiperreatividade inata das
vias aéreas, uma caracteristica importante na asma. A magnitude desta hiperreatividade
parece variar de acordo com a magnitude da obesidade (Shore et al., 2003; Lu et al., 2006;
Shore e Jhonston, 2006; Shore, 2007). Camundongos obesos apresentam aumento na
resposta pulmonar ao o0zdnio (Os3), incluindo aumento da resisténcia pulmonar,
hiperreatividade das vias aéreas e inflamacao pulmonar (Shore, 2007). Estas observagdes ja
foram observadas em humanos obesos, os quais também respondem ao O3 com aumento
significativo da reatividade e diminui¢do da fun¢do pulmonar comparados a individuos
magros (Alexeeff et al., 2007; Bennett et al., 2007). Estudo conduzido por Calixto e
colaboradores (2010) mostrou que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica influencia a
eosinopoiese, aumenta o recrutamento de eosindfilos da medula 6ssea para o tecido
pulmonar, e retarda seu transito através do epitélio até o limen das vias aéreas. Dessa
forma, os eosinéfilos permanecem por mais tempo na regido peribronquiolar exercendo
suas funcdes citotoxicas. Estes resultados também foram encontrados em camundongos

ob/ob, deficientes de leptina (Lintomen et al., 2012).

1.3.1. Asma e resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina associada a obesidade parece desempenhar importante papel

no desenvolvimento da asma, explicando, a0 menos em parte, a associacdo da asma com
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obesidade (Thuesen et al., 2009; Agrawal et al., 2011). Relatos recentes indicam uma alta
prevaléncia de resisténcia a insulina em pacientes obesos e asmaticos versus obesos nao
asmaticos, sugerindo que a resisténcia a insulina possa contribuir para este fendtipo
(Gulcan et al., 2009; Thuesen et al., 2009; Arshi et al., 2010; Ma et al., 2010). Estudos
epidemioldgicos tém mostrado que a obesidade abdominal estd mais fortemente associada a
asma do que a massa corporal geral (Von et al., 2001). A obesidade abdominal estd também

associada a sindrome metabdlica secunddria a obesidade, que € representada ao nivel

molecular por resisténcia a insulina e hiperinsulinismo (Samuel e Shulman, 2012).

A via do NO parece dar suporte experimental a elucidacdo da associacdo entre asma
e resisténcia a insulina. A iNOS, que é induzida por uma variedade de estimulos
inflamatérios, sintetiza elevados niveis de NO, que, na presenca de ERO, conduz a geracao
de espécies reativas de nitrogénio mais toxicas, como o ONOO- (Mabalirajan et al., 2010).
O estresse nitrosativo leva a modificagdes covalentes e inibicdo de vdrias proteinas
fundamentais na sinaliza¢do da insulina (Carvalho-Filho et al., 2006; Pilon, et al., 2010).
Estudos mostram que o bloqueio cronico do NO, através do uso de L-NAME, em
camundongos obesos ou a delecdo do gene da iNOS diminui a adiposidade induzida pela
dieta hiperlipidica, reduz a inflamagdo do tecido adiposo e “melhora” a sinalizacdo da
insulina no musculo esquelético, sugerindo que o NO desempenha papel modulatério no
desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina (Tsuchiya et al., 2007; Perreault e
Marette, 2001). Além disso, a resisténcia a insulina associada com a iINOS em
camundongos € mediada por S-nitrosilagdo (Carvalho-Filho et al., 2006) e nitragdo (Pilon,

et al., 2010) das proteinas envolvidas na transducao de sinal de insulina, como o receptor de

insulina, sub-unidade beta (IRbeta), o substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e Akt.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € verificar se a resisténcia a insulina é responsavel

pela exacerbacdo da asma associada a obesidade, com énfase para o infiltrado eosinofilico

pulmonar e eosinopoiese medular.

2.1 Objetivos especificos

L

IL.

I1I.

IV.

VL

Avaliar o efeito do tratamento cronico com metformina na resisténcia sistémica a
insulina em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica;

Avaliar o efeito do tratamento com metformina sobre o nimero de eosinéfilos no
tecido pulmonar, no lavado broncoalveolar (LBA) e na medula 6ssea (MO) de
camundongos obesos e asmaticos;

Avaliar o efeito do tratamento com metformina sob os niveis de citocinas
inflamatérias (TNF-a e IL-5), de quimiocinas (eotaxina) e dos metabdlitos do 6xido
nitrico (NOx) no LBA de camundongos obesos e asméticos;

Avaliar o efeito do tratamento com metformina sob a expressao da p-AMPK, p-
ACC e p-IxB no tecido pulmonar de camundongos obesos e asmaticos;

Avaliar o efeito do tratamento com metformina sobre a expressio de iNOS no
tecido pulmonar de camundongos obesos e asmaticos, e se a mesma € regulada pelo
fator de transcricao NF-«kB.

Avaliar a adesdo in vitro de eosinéfilos da MO de camundongos obesos e asmaticos

em placas recobertas com ICAM-1 e VCAM-1;
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VIL

VIIL

IX.

Avaliar a expressdo de moléculas de adesdao (VLA-4 e Mac-1) e receptores para
quimiocinas (CCR-3) na superficie de eosindfilos da medula 6ssea (MO) de
camundongos obesos e asmaticos;

Avaliar o efeito do tratamento metformina sobre adesdo de eosinéfilos da MO a
ICAM-1 e VCAM-1, bem como sob expressdo de moléculas de adesdo (VLA-4 e
Mac-1) em camundongos obesos e asmaticos;

Avaliar os niveis de citocinas (IL-5, TNF-a) e quimiocina (eotaxina) na medula

6ssea de camundongos obesos e asmaticos.

49



3. MATERIALS E METODOS

50



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos de 4 semanas de idade das linhagens
C57BL/6. Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao
Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos a 24°C, com um periodo de iluminagéo
didria de 12 h, com 4gua e alimentacdo ad libitum no Departamento de Farmacologia da
FCM/UNICAMP. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao de

Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) — IB — UNICAMP sob protocolo de n° 1496-1.

3.2. Inducao da obesidade com dieta hiperlipidica

A obesidade foi induzida através da substituicdo da dieta padrdo por dieta AIN-93
modificada para hiperlipidica (Reeves et al., 1993) que consiste em 46,5% de lipideo,
38,5% de carboidrato e 15% de proteina, durante 10 semanas. Os grupos controles
receberam dieta comercial padrdo para roedores de acordo com o AIN-93G, da marca

NUVILAB. As dietas e a d4gua foram oferecidas ad libtum.

3.3. Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Camundongos alimentados com dieta hiperlipidica ou dieta padrdo para roedores
(controle) foram mantidos em jejum por 6 h. Apds o jejum, os animais receberam uma
injecdo intraperitoneal de insulina (1 U/Kg; Lilly). O sangue foi coletado da cauda dos
camundongos e o nivel de glicose foi medido nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min,
utilizando aparelho glicosimetro (Accu-Chek Performa, Roche Diagnostics, E.U.A). A taxa

de decaimento da glicose foi obtida através da curva de regressdo linear do logaritimo
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neperiano da glicose versus o tempo. Este valor foi assumido como a constante de

decaimento de glicose apds o ITT (KITT) e expresso por porcentagem por minuto.

3.4. Sensibilizacao com ovalbumina (OVA) e desafio intranasal

A sensibilizagdo teve inicio na 8" semana de tratamento com a dieta hiperlipidica.
Cada camundongo recebeu injecdo subcutinea de OVA (100 png de OVA, 1,6 mg de
AI(OH)3 em 0,4 ml de soro fisiolégico) no dorso, no dia zero e no dia 7. Nos dias 14 e 15
os animais foram desafiados por via intranasal (10 pug de OVA em 50 ul de soro
fisiol6gico) 2 vezes (com intervalo de 6 h). Em intervalos de 3 a 72 h apds o desafio
intranasal, os animais foram anestesiados, exsanguinados, e submetidos aos diversos
procedimentos experimentais para coleta do lavado broncoalveolar (LBA), do sangue

circulante, da medula 6ssea (MO), do pulmao e da gordura epididimal.

3.5. Tratamentos farmacolégicos

3.5.1 Tratamento com metformina

Camundongos obesos e controles (magros) foram tratados com metformina (3
mg/kg) diariamente por gavage, durante duas semanas (Shore et al., 2008). O inicio do
tratamento ocorreu concomitantemente com a primeira imunizacdo e os desafios
sucederam-se nos dois dias finais do tratamento com metformina. A coleta do LBA, MO e
pulmdo para andlise histologicas foram realizadas 3 e 48 h apds o primeiro desafio,

conforme ilustrado no esquema abaixo (Fig. 1).
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Tratamento com metformina

[ : |

48 h

| | | | |

| | | | |

0 7 14 15 16
Imunizagdo l l LBA

(OVA: 100 pg de OVA + 1,6 mg hidréxido de aluminio Desafio an'rigénico

+ 400 ul salina) (OVA: 10 ug de OVA + 50 ul salina)

Figura 1. Esquema do protocolo de sensibilizacoes e desafios aplicados para

camundongos obesos e controles. O dia zero equivale a oitava semana de dieta.

Para a andlise dos pardmetros propostos, os animais foram divididos em quatro
grupos, sendo eles:

1- Sensibilizado obeso (SO);
2- Sensibilizado controle (SC);
3- Sensibilizado obeso + Metformina (SO + Met);

4- Sensibilizado controle + Metformina (SC + Met)

3.5.2. Tratamento com anticorpo anti-TNF-a

Camundongos obesos e controles (magros) foram tratados com anticorpo anti-TNF-
o (2mg/kg i.p) nos dias 14 e 15, 1 h antes do primeiro desafio de cada dia. A coleta do
LBA, da MO e do pulméao foi realizada 48 h apds o primeiro desafio (dia 16), conforme

ilustrado no esquema acima (Fig. 1).
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3.6. Coleta e contagem de células no lavado broncoalveolar e medula dssea

3.6.1 Lavado broncoalveolar

Os camundongos tiveram a traquéia exposta com o auxilio de material cirtdrgico
(pinca e tesoura pequenas); em seguida, a traquéia foi delicadamente canulada com um
cateter (24G). Em seguida, amarrou-se delicadamente uma linha em volta da traquéia para
que o cateter ndo se movesse € nem saisse do interior da traquéia. Posteriormente, através
da canula ja fixada a traquéia, foram feitas 5 lavagens broncoalveolares com 300 pl de PBS
gelado. Ao término do método, recuperou-se um volume aproximado de 1,5 ml de LBA por
camundongo. Apds a coleta, o LBA foi centrifugado a 4°C (500 x g por 10 minutos); o
sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C. O pellet foi ressuspenso em 200 ul de PBS e
utilizado para contagem total de células em camara de Neubauer, para confeccdo de lamina

em citocentrifuga e posterior contagem diferencial dos leucdcitos.

3.6.2 Medula ossea

O fémur direito de cada animal foi retirado com o auxilio de material cirdrgico
(pingas e tesouras) e transferido para uma placa de Petri pequena contendo 2,5 ml de PBS.
O canal medular foi lavado com o PBS contido na placa, utilizando-se seringa e agulha
(25x0,70 mm ou 22G1). Apds esse procedimento, a suspensdo celular foi transferida para
um tubo conico de 15 ml e homogeneizado com auxilio pipeta Pasteur. As células da
medula dssea foram utilizadas para contagem total de células em camara de Neubauer (com
liquido de Turk), para a confec¢do de lamina (citocentrifuga) e para posterior contagem
diferencial (corante hematoldgico). Através de critérios morfologicos e da coloragdo da

linhagem eosinofilica diferenciaram-se eosinéfilos imaturos de eosinéfilos maduros.
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Consideraram-se mieloblastos, promieldcitos e mieldcitos como eosinéfilos imaturos; e

metamieldcitos, bastonetes e segmentados como sendo eosindfilos maduros.

3.7. Analise morfoldgica

Para a andlise histologica, os pulmdes de animais imunizados e desafiados com
OVA foram retirados e embebidos em formalina (10%) por 24 h e em seguida em 4lcool
70% até inclusdao em parafina. Posteriormente, esses pulmdes foram seccionados em
segmentos de 4 a 5 um os quais foram corados com hematoxilina-eosina (H-E). e com o de
periddico dcido de Schiff (PAS)/hematoxilina para avaliagdo de células produtoras de muco
ou picrosirius-hematoxilina e anticorpo contra o coldgeno tipo I. Para cada animal, as
contagens de leucdcitos totais e diferenciais foram realizadas em 5 campos de grande
aumento com auxilio de um microscépio Nikon Eclipse E600. As imagens foram captadas
com uma camera digital Nikon DXM1200C e a andlise morfométrica foi realizada
utilizando o NIS Elements AR Software Imaging 2,30. Para a produ¢ao de muco e coldgeno
quantificou-se a drea corada com o nimero maximo de vias aéreas pequenas (0,4 - 0,7 mm
de didmetro) em cada lamina (uma lamina/animal). As areas coradas de cada animal foram
calculadas e este nimero foi considerado representativo para um animal individual. Os

resultados sao apresentados como a média da drea corada em micrometros quadrados.

3.8. Dosagens de citocinas e quimiocinas no LBA e/ou MO

A suspensdo celular obtida do LBA ou da medula 6ssea foi centrifugada por 10
minutos a 500 g e o sobrenadante foi utilizado para dosar IL-5, eotaxina € TNF-a através

de kits ELISA (R&D, Minneapoles, E.U.A).
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3.9. Dosagens de NOx

A detec¢do dos metabdlitos do NO, nitrato e nitrito (NOx), no LBA foi feita através
da conversdao de nitrato em nitrito através da enzima nitrato redutase, na presenca de
cofatores e subseqiiente dosagem do nitrito com o reagente de Griess. Para tal, utilizamos o
Kit comercial Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit; Cayman Chemical (Ann Arbor,

Michigan, USA)

3.10. Ensaio de Adesao

Os fémures foram retirados e o canal medular de cada osso foi lavado com 2,5 ml de
RPMI morno. A suspensao celular obtida foi homogeneizada, distribuidas em placas de
Petri e mantidas em estufa a 37° ¢ 5% CO; por 30 min. Ap6s 30 min as células ndo
aderentes foram recuperadas, a placa foi lavada por duas vezes com RPMI morno e
transferidos para novo tubo. Parte da suspensdo celular foi utilizada para confeccdo de
laminas para a contagem diferencial.

O ensaio de adesdo foi realizado como descrito previamente por Hakansson e
colaboradores (1994), com algumas modifica¢des. Os ensaios foram realizados usando-se
placas de 96 pocos (Costar - Corning Inc., EUA), sendo as mesmas previamente recobertas
com 50 pl de ICAM-1 (recombinante ICAM-1/CD54/Fc de camundongo; R&D Systems,
Sug/mL), ou VCAM-1 (recombinante VCAM-1/CD106/Fc de camundongo; R&D
Systems, 2,5ug/mL). As placas recoberta foram deixadas overnight a 4°C. Os pogos foram
lavados no dia seguinte com 200 pl de PBS por 2x, e as ligacdes ndo especificas foram
bloqueadas com a adi¢cdo de 100 ul de PBS/BSA 0,1% por 1 h a 37°C. Em seguida, as

placas foram lavadas mais 2 vezes com 200 ul de PBS e deixadas secar a 37°C. ApOs este

periodo, 25 ul da suspensdo celular (1x10° células/mL) obtida da medula éssea, foram
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adicionados aos pocos. A placa foi entdo incubada por 30 min (37°C; 5% CO,; ar imido), e
posteriormente lavada por 2x com 200 uLL de PBS para retirar as células nao aderidas. Os
pocos ensaiados receberam 25 pl de RPMI; logo apds, foi acrescido a todos os pogos
ensaiados 25 puL do substrato da EPO (1 mM H,O,, 1 mM fenilenediamina, 0,1% triton X-
100 em tampao Tris pH 8,0). Sob leve agitacdo, a placa foi incubada a temperatura
ambiente por 30 min, e apds esse periodo, foi adicionado 25 ul de H,SO4 (4 M) por pogo
para interromper a reacdo. A absorbancia foi avaliada no leitor de ELISA (Multiscan MS,
Labsystems, EUA), a 490 nm. A adesdo dos eosindfilos foi medida através da atividade da
EPO das células aderidas das amostras (Nagata et al., 1995). A adesdo foi calculada através

da corre¢ao dos valores da densidade 6ptica e do nimero de eosinéfilos acrescidos em cada

poco.

3.11. Citometria de fluxo

A expressao de moléculas de adesdo na superficie de eosinéfilos da medula dssea,
coletados 48 h ap6s o desafio com OV A, foi detectada usando-se a técnica de citometria de
fluxo. Para isto, 100 ul da suspensao celular (1 x 10° células/ml) obtida da medula Gssea
foram lavados e pré-incubados durante 20 min com PBS contendo 1% de albumina de soro
bovino (BSA). Em seguida, as células foram lavadas com PBS e incubadas com uma
concentragdo saturada dos seguintes anticorpos monoclonais: anti-CCR3 Alexafluor-
conjugado, anti-CD49d PE-conjugado, e anti-CD11b FITC-conjugado ou com seus
respectivos controles isotipicos por 20 min a 4°C no escuro. As células foram lavadas duas
vezes com PBS contendo 0,1% de BSA e entdo fixadas em 300 ml paraformaldeido 0.5%
por 10 min a 4°C. Polimorfonucleares de alta granulosidade, CCR3+, foram identificados

como eosindfilos. As leituras foram realizadas utilizando-se o citdmetro de fluxo Becton-
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Dickinson FACScalibur (San Jose, CA , EUA), e analisadas através do software CellQuest

Pro.

3.12. Western blotting

Os pulmdes retirados de animais obesos e controle tratados ou ndo com Metformina
(3 mg/kg/dia) foram homogeneizadas com um Polytron (Kinematica. Suica) em tampao de
extracao (SDS 1%, Tris (pH 7,4) 100mM, pirofosfato de s6dio 100mM, fluoreto de sédio
100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de sédio 100mM) e incubadas a 96°C por 10 min.
Ap6s centrifugacdo, foi removido o material insolivel, e parte do sobrenadante das
amostras foi utilizado para determinag¢do do contetido protéico por espectrofotometria com
reagente Bradford (Biorad, CA, USA) e o restante foi acrescido de tampao Laemmli 5X e
incubado a 96°C por 10 min. A mesma quantidade de proteinas totais de cada amostra
tratada com Laemmli foi fracionado em SDS-PAGE (2,6%C e 8-12%T) em aparelho para
minigel (Bio-Rad). Apds separagao eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, CA, USA). As membranas foram entdo bloqueadas
com uma solu¢do contendo BSA 5%, Tris-Base, NaCl e Tween-20 por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas com anticorpos
especificos contra iNOS, p-AMPK, p-ACC, p-1kB, 11-BHSDI, 11-HSD2 e GAPDH por 4
horas a temperatura ambiente. Apds marcagdo com anticorpo primdrio, as membranas
foram incubadas com anticorpo secundédrio conjugado a peroxidase por 1 hora a
temperatura ambiente (GE Healthcare, USA). Antes da detec¢do, as membranas foram
incubadas por 1 minuto com uma solu¢do contendo luminol, dcido p-cumarico e H,O, e,
entdo, expostas durante tempos variados a filmes de raio-X. Depois de revelados, esses

filmes foram submetidos a andlise de densitometria Optica pelo Software Scion Image
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(Scioncorp, NIH, EUA). Os valores de intensidade 6ptica obtidos na leitura das bandas
apods a incubagdo com os anticorpos de interesse foram corrigidas pela intensidade 6ptica da
leitura das bandas incubadas com o anticorpo anti-GAPDH, pois esta proteina é constitutiva
e sua expressdo nao € alterada em funcdo de intervencdes realizadas, podendo deste modo
atuar como um fator de correcio na andlise semi-quantitativa obtida pela técnica de

Western blot.

3.13. Ensaio ChIP (chromatin immunoprecipitation assay)

A imunoprecipitacdo do fator de transcricdo ligado a cromatina foi realizada de
acordo com método previamente descrito (Freitas et al, 2008). Resumidamente, os
fragmentos de pulmdo de camundongos obesos e controles, tratados ou ndo com
metformina, foram submetidos a uma etapa inicial de cross-link com formaldeido 1% a
temperatura ambiente por 10 minutos, para promover a estabilizacdo da ligacdo das
proteinas nucleares ao DNA. Apés fixacdo, foi feita a lise das membranas celulares e
nucleares em tampao com alta concentracdo de SDS, seguida da fragmentagao da cromatina
por sonicacdo (11 pulsos a amplitude de 60%) em fragmentos entre 500 e 1.000 pares de
bases. Logo apds foi realizado o preclearing por 2 h a 4°C com esferas de sefarose
revestidas de Proteina A e saturadas de DNA de esperma de salmdo. Uma aliquota de 10 ul
foi coletada como input. Os fragmentos de DNA ligados ao fator de transcricdo de
interesse foram separados por imunoprecipitacdo com 2 ug anticorpo especifico para
subunidade p65 do fator de transcricdo NF-kB e esferas de sefarose revestidas de Proteina
A e saturadas de DNA de esperma de salmao por 24 horas a 4°C. Os fragmentos de DNA
co-imunoprecipitados foram eluidos das esferas com tampado contendo alta concentragdo de

SDS e bicarbonato de sodio. O cross-link do DNA com o fator de transcri¢do foi revertido
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com incubacdo das amostras a 65°C por 24 horas. No final, o DNA foi purificado com
fenol-cloroférmio e uma aliquota foi submetida a amplificacdo por PCR em tempo real com
primers especificos para a regido promotora do gene da iNOS, as sequéncias dos primers
utilizados foram  5’GCAAGCACTTTACCAACTGAGCC3’ para sense €
5’CTAGCACATCCTGCCAGGGTCC3 para antisense’. Os valores foram expressos como
a relacdo entre a amostra imunoprecipitada com o anticorpo especifico para a subunidade
p65 do NF-kB e a amostra input. O input € uma amostra utilizada na reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) como controle da quantidade total de DNA utilizado no ensaio.

3.14. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das médias (EPM).
Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas utilizando-se andlise de
variancia (ANOV A) para maltiplas comparagdes seguido pelo teste de Tukey, ou teste ¢ de
Student nao pareado, quando apropriado. Valores de P<0,05 foram considerados

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do tratamento com metformina sob a adiposidade, glicemia e resisténcia a

insulina.

Camundongos C57BL/6J desenvolvem obesidade acompanhada de intolerancia a
glicose quando alimentados com dieta hiperlipidica por um periodo de 10 semanas (Calixto
et al.,, 2010). No presente estudo avaliamos se camundongos alimentados com deita
hiperlipidica apresentam intolerancia a insulina apds se tornarem obesos € se 0 tratamento
didrio, por um periodo de 15 dias, com metformina reverte este quadro.

O tratamento com metformina modificou tanto os valores de glicemia de jejum
como a resisténic a insulina nos animais obesos. O teste de tolerancia a insulina (TTT)
mostrou que os animais obesos sdo resistentes a acdo da insulina quando comparados com
os animais controle (Figura 2 A). Apds a administragdo da insulina, o nivel de glicose
sanguinea, nos camundongos controle abaixa progressivamente, a0 passo que nos animais
alimentados dieta hiperlipidica, a queda dos valores glicEémicos € menor. O tratamento com
metformina diminuiu de forma significativa a resisténcia a ac¢do da insulina nos
camundongos obesos por indugdo de dieta hiperlipidica (Figura 2B).

A taxa de queda de glicose em resposta a 1 Ul / kg de insulina recombinante foi
avaliada através do cdlculo da constante de captacdo de glicose (Kitt). A Kitt estd
diminuida no grupo obeso em relagdo ao grupo controle. O tratamento com metformina
aumentou em 2,8 vezes o Kitt nos animais obesos, quando comparado com obesos ndo
tratados. Nao existe diferenca estatistica nos valores de Kitt entre obeso e controle tratados

com metformina (Figura 2C). Estes dados confirmam que a metformina reverte a

resisténcia a insulina induzida pela obesidade.
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O ganho de peso e o peso da gordura epididimal ndo foram alterados pelo
tratamento com metformina (Figura 3 A e B). Animais alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram ganho de peso e o peso da gordura epididimal significativamente maiores

(p>0,001) comparados com animais alimentados com dieta padrdo para roedores.
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Figura 2: Curva de tolerancia a insulina (ITT) em camundongos obesos e controles
tratados ou nao com metformina. Os graficos representam os dados obtidos de animais
obesos e controles (A), animais obesos e controles tratados com metformina (3 mg/kg/dia)
(B) e calculo da constante de captacdo de glicose (Kitt) de animais obesos e controles
tratados com metformina (C). Os dados estdo expressos como média + E.P.M para n=6. *p
< 0,05 comparado com controle tratado. # p< 0,05 comparando com obeso ndo tratado. NS

quando nao ha diferenca significativa.
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Figura 3: Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) no ganho ponderal e no
peso da gordura epididimal. Os graficos representam o ganho ponderal (A) e o peso da
gordura epididimal (B) obtidos de camundongos obesos controles apds 14 dias de
tratamento com metformina. Cada coluna representa a média + E.P.M para n=7-12. *p <

0,05 comparando controle com obeso tratados ou ndo com metformina.
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4.2. Efeito do tratamento com metformina na inflamagdo pulmonar de camundongos

obesos e asmadticos

4.2.1 Parénquima pulmonar

Com intuito de avaliar o efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) na
inflamacdo pulmonar, realizamos a quantificacdo de células inflamatdrias totais (Figura
4A) e de eosindfilos (Figura 4B) no tecido pulmonar através de andlises morfoldgicas.

Como esperado, o desafio com OVA aumentou significativamente o infiltrado de
células inflamatérias na regido peribronquiolar dos camundongos obesos (SO) em relacao
aos controles (SC) (42,2+4,3 e 152,2+10,2 cels/mm? para controle e obesos,
respectivamente). Grande parte desse infiltrado composto por eosinéfilos (21,8+1,6 e
60,0+4,5 para animais controles e obesos, respectivamente).

A Figura 4 mostra que o nimero de células totais e de eosinéfilos no pulmio é
significativamente menor nos camundongos sensibilizados obesos tratados com metformina
comparados aos sensibilizados obesos ndo tratados (P<0,001). Entretanto, ainda existe
aumento significativo no nimero de eosinéfilos dos animais SO tratados comparados aos
SC tratados com metformina. O tratamento com metformina também diminui o nimero de
eosindfilos no tecido pulmonar nos camundongos controles e ndo modificou de forma
significativa o nimero de cé€lulas totais (Figura 4A e B).

A Figura 5 mostra fotos representativas de histologia pulmonar para os quatro

grupos experimentais.
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Figura 4. Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre o nimero de
células inflamatérias totais e eosinéfilos no tecido pulmonar. Os graficos mostra o
numero de células inflamatorias totais (A) e eosindfilos (B) no tecido pulmonar obtidos de
camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO) 48 h apds o

desafio intranasal com OV A. Cada coluna representa a média + E.P.M para n=6. *p < 0,05.
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Figura 5: Fotomicrografia representativa do efeito do tratamento com metformina (3
mg/kg/dia) sobre o nimero de células inflamatérias e eosindfilos no tecido pulmonar
48 h apés o desafio intranasal com ovalbumina (OVA). As fotos representam cortes de
pulmdes obtidos dos grupos sensibilizado controle (SC); sensibilizado obeso (SO),
sensibilizado controle + metformina (SCM) e sensibilizado obeso + metformina (SOM).

Aumento 250X.
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4.2.2 Lavado broncoalveolar

Com intuito de avaliar o efeito do tratamento com metformina na inflamacado
pulmonar, realizamos a quantificacao de células totais (Figura 6 A) e eosinéfilos (Figura 6
B e tabela 1) no LBA. As contagens de eosinéfilos no LBA foram realizadas 48 h apds o
desafio com OVA.
A Figura 6 A e B mostra que camundongos obesos desafiados com OV A apresentaam
diminui¢do no nimero de células inflamatdrias totais (P<0,05) e eosinéfilos (p<0,001) em
relacdo ao grupo controle. O tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) aumentou em
ambos os grupos o nimero de células inflamatérias e de eosindfilos no LBA 48 h apds o
desafio com OVA. Entretanto, ndo houve diferenga estatistica na migragdo celular entre

obesos e controle apds o tratamento com metformina (Figura 6 A e B).

O ndmero de neutr6filos no LBA dos animais obesos foi menor em relacdo ao grupo
controle, e o tratamento com metformina corrigiu esta diferenca (tabela 1). Em relacdo as
ceélulas mononucleares, ndo houve diferenca entre os grupos controle e obeso. Entretanto, o
trtamento com metformina aumentou o niimero de células mononucleares em ambos os grupos,

mas o aumento foi maior no grupo obeso (Tabela 1).
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Figura 6: Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre o nimero de
células inflamatdérias total e eosindfilos no lavado broncoalveolar (LBA). Os graficos
representam o ndmero de células inflamatorias total (A) e eosindfilos (B) obtidos de
camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO) 48 h apds o
desafio intranasal com OVA. Cada coluna representa a média = E.P.M para n= 10-15. *p <

0,05. NS, ndo significativo.
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Tabela 1. Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre o nimero de
neutréfilos e células mononucleares no lavado broncoalveolar (LBA) de camundongos

sensibilizados e desafiados com OVA.

Neutrofilos Mononucleares
Grupo
(x 10°/LBA) (x 10LBA)
SC 0,51 +£0,1 0,62 + 0,06
SO 0,18 £0,02* 0,70+ 0,18
SC + met 0,46 = 0,04 094 +0,11#
SO + met 0,41 £ 0,04 1,20 £0,13 *&

Os dados foram obtidos de animais sensibilizados controles (SC), sensibilizados obesos
(SO), sensibilizados controles + metformina (SC + met), sensibilizados obesos +
metformina (SO + met). Cada coluna representa a média + E.P.M para n= 10-15. *p < 0,05
quando comparado com SC; # p < 0,05 comparado com SC; ¢ p < 0,05 comparado com

SO; & p < 0,05 comparado com SC + Met.

4.2.3 Efeito do tratamento com metformina sobre a produgcdo de muco e depdsito
de coldgeno no pulmdo

Animais obesos sensibilizados e desafiados com OVA apresentaram um aumento
significativo na producdo de muco em relagdo aos seus respectivos controles sensibilizados
e desafiados (20,3 = 2,8 e 12,6 = 1,7 mm?® respectivamente). Apds o tratamento com
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metformina ocorreu uma diminui¢cdo significativa na produ¢do de muco tanto no o grupo
SC quanto no SO (2,64 + 0,62 e 4,33 + 0,75 mmz, respectivamente) (Figura 7 A). A
metformina foi capaz de inibir em aproximadamente 57% (p<0,05) o depdsito de colageno

produzido pelo desafio antigénico em ambos os grupos (Figura 7 B).
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Figura 7: Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia por) sobre a producao de
muco e depésito de colageno no tecido pulmonar. Os grificos representam a producdo de
muco (A) e depodsito de coligeno (B) no tecido pulmonar obtidos de camundongos
sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO) 48 h apds o desafio intranasal com

OVA. Cada coluna representa a média + E.P.M para n=6. *p < 0,05. NS, ndo significativo.
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4.3. Mobilizacao de células inflamatorias da medula ossea de camundongos obesos

O niimero de leucdcitos totais da medula 6ssea de camundongos obesos mostrou-se
significativamente maior (P<0,001) 48 h ap6s o desafio com OV A, quando comparado com
animais controles(Tabela 2).

A obesidade aumentou significativamente o nimero de eosindfilos maduros e
imaturos na MO, comparado aos animais controles (Figura 8). O tratamento com
metformina (3 mg/kg/dia) diminuiu significativamente (p<0,001) o nimero de eosinéfilos
maduros e imaturos, comparado aos animais obesos ndo tratados (Figura 8 A e B).

A metformina ndo interferiu de maneira significativa no nimero de neutréfilos
maduros e imaturos na MO dos camundongos sensibilizados controles e obesos (n=10-15;

Tabela 2).
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Figura 8. Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre nimero de
eosinofilos maduros e imaturos na medula 6ssea (MQO). Os grificos representam o
nimero de eosinéfilos maduros (A) e imaturos (B) na medula 6ssea MO obtida de
camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO) 48 h apds o

desafio intranasal com OV A. Cada coluna representa a média + E.P.M para n= 10-15. *p <
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Tabela 2. Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre o ndmero de

leucécitos totais e neutréfilos da medula 6ssea de camundongos sensibilizados desafiados

com OVA
Leucdcitos Neutrofilos Neutrofilos
Grupo totais maduros imaturos
(x 10%ml) (x 10%ml) (x 10%ml)

SC 12,0 £ 0,67 4,6 £0,42 29+0,3

SO 16,9 £0,61* 4.9 +0,32 3,9+0,43

SC + met 13,2+ 0,82 5,3 +£0,52 3,1 £0,21

SO + met 14,5 £ 0,69 5,3+0,3 3,6 0,23

Os dados foram obtidos de camundongos sensibilizados controles (SC), sensibilizados
obesos (SO), sensibilizados controles + metformina (SC + met), sensibilizados obesos +
metformina (SO + met). Cada coluna representa a média + E.P.M para n= 10-15. *p < 0,05

quando comparado com SC.

4.4. Adesdo de eosindfilos da medula éssea de camundongos obesos e asmaticos

A Figura 9 (Painel A e B) mostra que 48 h apds o desafio antigénico a adesdo ex
vivo de eosinofilos obtidos da MO de animais sensibilizados obesos e desafiados com OVA
esta significativamente diminuida quando comparada com grupo controle. Esta diminui¢do
na adesao dos eosindfilos de camundongos obesos € detectada tanto para VCAM-1 quanto
para ICAM-1. O tratamento com metformina foi capaz de reverter a diminui¢do na resposta

aderente nos camundongos obesos. Ou seja, apds o tratamento com metformina ndo ha
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diferenca significativa entre os grupos obeso e controle (Figura 9 A e B). O tratamento com

metformina também aumentou a adesdo a VCAM-1 e ICAM-1 em camundongos controles.
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Figura 9: Efeito da obesidade e do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre a
adesao ex vivo da eosindfilos de medula 6ssea. Suspensdo celular contendo eosinéfilos
(1x10° células/mL — 25 pL/poco) obtidas da MO de camundongos sensibilizados controle
(SC) e sensibilizado obesos (SO) 48 h apds o desafio intranasal com OV A foram incubados
em pocgos recobertos com ICAM-1 (5 pg/ml) (A) e VCAM-1 (2,5 pg/ml) (B). Os resultados
sdo expressos como média da relacdo entre a densidade 6tica e o numero de EOS colocados
em cada pogo + EPM (n=6-10); "P<0,05.
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4.5. Expressdo de moléculas de adesdo e de receptores de quimiocinas na superficie de

eosindfilos da medula ossea de camundongos obesos e asmdticos

Com intuido de verificar se o aumento na adesdo a VCAM-1 e ICAM-1 pelo
tratamento com metformina seria mediado por aumento da expressdo de moléculas de
adesdo na superficie celular, avaliamos, através de citometria de fluxo, a expressdo das
moléculas de adesdo Mac-1 e VLA-4 e do receptor para eotaxina, CCR-3, na superficie de
eosinéfilos da MO de camundongos obesos e controles.

A Figura 10 ilustra o nimero de células que expressam concomitantemente CCR3 e
VLA-4 (painel A) e CCR3 e Mac-1 (painel B). Nao houve diferenca significativa na
frequéncia de células CCR-3+ VLA-4+ (A) e CCR-3+ Mac-1+ (B), obtidas de medula
6ssea de camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO) 48 h
apos o desafio intranasal com OVA. Entretanto, ao analisarmos a média de intensidade de
fluorescéncia (Figura 11), observamos que a obesidade diminuiu significativamente este
parametro para as moléculas de adesdao VLA-4 (CD49d) (Figura 11, painel B) e Mac-1
(CD11b) (Figura 11, painel C). Ao analisarmos a expressdo receptor para eotaxina, o CCR-
3 (painel A), verificamos que ndo houve diferenca na média de intensidade de fluorescéncia
nos animais obesos e desafiados com OVA quando comparados com controle também
desafiados.

O tratamento com metformina aumentou de maneira significativa a expressao de
VLA-4 (Figura 11, painel A) e Mac-1 (Figura 11, painel B) na superficie das células
obtidas da MO dos camundongos obesos e desafiados com OVA. No grupo controle, a

metformina diminuiu a expressdo de VLA-4, mas ndo interferiu na intensidade média de
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fluorescéncia da Mac-1. A metformina ndo alterou a média de intensidade de fluorescéncia
do receptor de eotaxina, CCR-3, para ambos os grupos (Figura 11

, painel C).
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Figura 10: Efeito da obesidade e do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre
a expressao de moléculas de adesao nas células obtidas da medula éssea (MO). O
painel A e B representa a frequéncia de células CCR-3 + VLA-4+ (A) e CCR-3 + Mac-1+

(B), obtidos da MO de camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos
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(SO) 48 h apds o desafio intranasal com OV A. Os resultados sdo expressos como média +

SEM (n= 6-10), p < 0,05.
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Figura 11: Efeito da obesidade e do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre a
média de intensidade de fluorescéncia de moléculas de adesdo nas células obtidas da
medula déssea (MO). Os painéis A, B e C representam a média de intensidade de
fluorescéncia de VLA-4 (A), Mac-1 (B) e CCR-3 (C), obtidos da MO de camundongos

sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO) 48 h apds o desafio intranasal

com OVA. Os resultados sdo expressos como média = SEM (n= 6-10), *p <0,05.

81



4.6. Producdo eotaxina e IL-5 na medula 6ssea de camundongos obesos e asmdticos

Avaliamos o efeito do tratamento com metformina sobre os niveis de citocinas e
quimiocinas eosinofilotaticas, como IL-5 e eotaxina, na MO de camundongos obesos

sensibilizados e desafiados com OV A (Figura 12 A e B).

Os resultados mostraram que, apesar do aumento no nimero de eosinéfilos na MO
de camundongos obesos (Figura 8), ndo hd diferenca significativa nos niveis de IL-5 e
eotaxina entre obeso e controle (Fig. 12 A e B). O tratamento com metformina ndo
modificou os niveis de IL-5 nem no grupo controle, nem no obeso. Entretanto, a
metformina foi capaz de induzir um aumento significativo nos niveis de eotaxina na MO de

ambos os grupos (Figura 12 A).
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Figura 12: Efeito da obesidade e do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre
os niveis de eotaxina e IL-5 na medula éssea (MO). Os dados representam os niveis de
eotaxina (A) e IL-5 (B) na MO de camundongos sensibilizados controle (SC) e
sensibilizado obesos (SO) 48 h apds o desafio intranasal com OV A. Cada coluna representa

a média + EPM (n= 5-6); *P< 0,05.
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4.7. Efeito do tratamento com metformina sobre os niveis de eotaxina, IL-5 ¢ TNF-a no

LBA de camundongos obesos e asmdticos

A eotaxina, em sinergismo com IL-5, tem papel primordial no recrutamento de
eosinéfilos da medula 6ssea para as vias aéreas. Por isso, incluimos em nossos planos
verificar se o tratamento com metformina estaria modificando o influxo de eosinéfilos, em
animais obesos, através desses mediadores. A Figura 13 mostra os niveis de eotaxina
(painel A) e IL-5 (painel B) no LBA de animais sensibilizados, tratados ou ndo com
metformina (3 mg/kg/dia). No tempo avaliado (48 h), os niveis de eotaxina estdo
significativamente maiores no grupo obeso em relacdo ao grupo controle. O tratamento
com metformina diminuiu a concentracdo de eotaxina no LBA de camundongos obesos,
sem modificar a concentracdo nos animais controles. Dessa maneira, ndo had diferenca
significativa entre os animais obesos e controle apds o tratamento com metformina.

Ao analisarmos a Figura 13 (painel B) podemos notar que o grupo sensibilizado
obeso possui quantidade de IL-5 significativamente elevada no LBA quando comparamos
com o grupo sensibilizado controle. O tratamento com metformina ndo modificou o nivel
de IL-5 em ambos os grupos.

O TNF-a € uma das principais citocinas produzidas pelo tecido adiposo e estd
intimamente relacionada ao desenvolvimento da resisténcia a insulina; além disso,
influencia o recrutamento de eosinéfilos da medula Ossea para as vias aéreas. Por isso,
incluimos em nossos planos verificar se o tratamento com metformina inibiria a produgao
desta citocina no LBA. A Figura 13 mostra os niveis de TNF-a detectados no LBA de
animais sensibilizados, tratados ou ndo com metformina. Os niveis de TNF-a foram

significativamente maiores nos animais obesos comparado com controles. O tratamento
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com metformina foi capaz de inibir de maneira significativa a producdo deste mediador,
tanto em camundongos controles (52,2%) quanto em obesos (83,2%); porém, o grau de
inibi¢@o foi maior nos animais obesos. A metformina normalizou as concentracdes de TNF-

o no LBA dos animais obesos em relacdo aos animais sensibilizados controles.
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Figura 13: Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre os niveis de
quimiocinas e citocinas no lavado broncoalveolar (LBA). Grificos representativos das
dosagens de eotaxina (A), IL-5 (B) e TNF-a (C) no LBA obtidos de camundongos
sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO) 48 h apds o desafio intranasal
com OVA. Cada coluna representa a média + E.P.M para n= 6-10. *p < 0,05. NS, nao

significativo.

4.8. Efeito do tratamento com metformina nos niveis de NOx no pulmdo de

camundongos obesos e asmdticos.

A medida de nitrito e nitrato (NOx) € uma boa op¢ao para avaliar de forma indireta
a producdo de NO nas vias aéreas. Sabe-se que esses metabdlitos sdo mais estiveis e
passiveis de deteccdo. Animais sensibilizados obesos apresentaram niveis elevados de NOx
no LBA 48 h apds o desafio com OVA, comparados com sensibilizados controles e

desafiados com OVA (Figura 14). Baseado nessa informacgdo, avaliamos se a metformina
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seria capaz de diminuir a produ¢do de NOx no LBA. A Figura 14 mostra que a metformina
diminui de maneira significativa os niveis de NOx no LBA obtidos de camundongos

obesos, ndo alterando os niveis de NOx no LBA do grupo controle.
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Figura 14: Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre os niveis dos
metabdlitos do oxido nitrico (NOx) no lavado broncoalveolar (LBA). O gréfico
representa a dosagem de NOx no LBA obtido de camundongos sensibilizados controles
(SC) e sensibilizados obesos (SO) 48 h apds o desafio intranasal com OVA. Cada coluna

representa a média = E.P.M para n= 6. *p < 0,05. NS, ndo significativo.

4.9. Expressdo da iNOS no pulmdo de camundongos obesos e asmdticos

A expressdo da iINOS foi determinada em cada um dos grupos através da técnica de
Western blotting; para tal, foram utilizados o homogenato do tecido pulmonar obtidos em
diferentes tempos apds o desafio com OVA. Os resultados mostraram que o grupo
sensibilizado obeso e desafiado com OVA apresenta um aumento marcante (p<0,001) na

expressdao pulmonar de iNOS em 3 e 48 h apds o desafio, quando comparado com o grupo
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controle. O tratamento com metformina reduziu de forma significativa a expressdo dessa
proteina nos animais obesos sensibilizados (Figura 15). O tratamento ndo alterou a

expressdo de iNOS no pulméo dos animais sensibilizados controle.
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Figura 15. Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre a expressao da
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) no pulméo. O grifico representa a expressdo da
iNOS nos pulmdes obtidos de camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados
obesos (SO), 3 e 48 h apds o desafio intranasal com OV A. Cada coluna representa a média
+ E.P.M para n= 5-6. *p<0,05 quando comparado com ogrupo SC; #p<0,05 quando
comparado com SO + Met. Os valores da expressdo da iNOS de cada grupo foram

normalizados por GAPDH e expressos por unidades arbitrarias (UA).
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4.10. Expressdo e atividade da p-AMPK e p-ACC no pulmdo de camundongos obesos e

asmdticos

A metformina € capaz de ativar a enzima AMPK em diversos tipos celulares,
incluindo leucécitos. Para confirmar a participacdo da AMPK no recrutamento de
eosindfilos para as vias aéreas, foi quantificada a fosforilacdo no residuo de Thr172 da
AMPK no tecido pulmonar de camundongos obesos e tratados com metformina (3
mg/kg/dia).

A Figura 16 A mostra que o desafio com OVA diminuiu significativamente a
expressdo da p-AMPK no pulm@o dos animais controle tanto em 3 h quanto em 48 h apds o
desafio com OVA. No pulmido dos animais obesos, notamos reducdo significativa dos
niveis basais da p-AMPK (PBS), assim como em 48 h apds o desafio com OVA. O
tratamento com metformina nos animais desafidos com OVA elevou a expressdo da p-
AMPK no pulmio de animais controle e obeso, ndo mais havendo diferenca significativa
entre os grupos.

A fim de confirmar a ativagdo da AMPK, também verificamos os niveis de
fosforilagao no residuo Ser79 da ACC, conhecida como um alvo downstream da AMPK,
em 48h apds o desafio com OVA. Nossos dados mostraram que os niveis da p-ACC estao
menores no pulmao dos animais obesos desafidos com OV A, em relacdo ao grupo controle.
O tratamento com metformina elevou a expressao dessa proteina em ambos os grupos, nao

havendo mais diferenca significativa entre eles (Figura 16B)
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Figura 16: Efeito da obesidade e do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre a
expressao de p-AMPK e p-ACC no pulmao. Os grificos representam a expressio (A) e
atividade (B) da AMPK avaliados através da expressdo da p-AMPK (A) e p-ACC (B) no
homogenato de pulmdo obtido de camundongos sensibilizados controle (SC) e
sensibilizado obesos (SO), em 3 h e/ou 48 h apds o desafio intranasal com OVA. Cada
coluna representa a média + EPM (n= 5-8); *p<0,05 comparado com SC; # p<0,05
comparado com SO. Os valores da expressdo da pAMPK e pACC de cada grupo foram

normalizados por GAPDH e expressos por unidades arbitrarias (UA).

4.11. Ativagdo do NF-kB no pulmdo de camundongos obesos e asmdticos

Expressao da p-1kB

Levando-se em consideracdo que a translocagdo do NF-kB € precedida pela
fosforilagdao e degradacdo do IkB, analisamos os efeitos da metformina sob a fosforilacao
do IxkB. Em 48 h ap6s o desafio com OVA ocorre diminui¢ao na fosforilagao da IxB nos
animais sensibilizados obesos e controles (Figura 17). A metformina inibe a fosforilacdo e

degradacdo do IkB nos animais obesos, sem modificd-lo no grupo controle (Figura 17).
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Figura 17: Efeito do tratamento com metformina (3 mg/kg/dia) sobre a expresiao da p-
IkB no pulmiao. A ativacdo do NF-xB foi avaliada através da expressdo da p-IkB no
homogenato de pulmido obtido de camundongos sensibilizados controle (SC) e
sensibilizado obesos (SO), em 3 h e 48 h ap6s o desafio intranasal com OVA. Cada coluna
representa a média + EPM (n= 5); *p<0,05 comparado com SO; ® p<0,05 comparado com
SC + Met; # p< 0,05 comparado com SC; & comparado com SO 3 h. Os valores da

expressdo da p-IxkB de cada grupo foram normalizados por GAPDH e expressos por

unidades arbitrarias (UA).
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4.11.2. Ligacdo do NF-kB na regido promotora do gene da iNOS no pulmdo de

camundongos obesos e asmdticos

Com intuito de confirmar se a ativagdo do fator de transcricao nuclear NF-«xB seria
responsdvel pelo aumento significativo na expressdao de iNOS e na producdo de NOx no
pulmdo de camundongos obesos e desafiados com OVA, foi realizada a técnica de
imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) para verificar se a subunidade p65 do fator de
transcricao nuclear NF-kB estd ligado na regido promotora do gene da iNOS, aumentando
assim a expressdo desta proteina. E ainda, se a metformina estaria regulando
transcricionalmente a expressao de iNOS. No tempo de 48 h apds o desafio com OVA, a
ligacdo da subunidade p65 na regido promotora da iNOS motrou-se diminuida nos animais
obesos desafiados comparado com o grupo controle. A metformina inibiu de maneira

significativa a ligacao da p65 em ambos os grupos (Figura 18).

Sabendo que a citocina TNF-a ¢ um importante ativador do NF-kB verificamos a
producdo de TNF-a em diferentes tempos no LBA para verificar o tempo ideal para um
novo experimento de ChIP. Com base na Figura 19, verificamos que o TNF-a mostra-se
elevado em tempos precoces (3 h apés o desafio com OVA). Camundongos controles
apresentam queda nos niveis de TNF-o no LBA nos tempos mais tardios, enquanto que
camundongos obesos mantém os niveis maiores de TNF-a para o periodo de 24 a 72 h

(Figura 19).
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Figura 18. Efeito da obesidade e do tratamento com metformina na ligacao do NF-xB
no gene da iNOS. Gréfico representativo do ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina
(ChIP) para verificagdo da ligacdo da subunidade p65 do fator de transcricio NF-kB na
regido promotora da iNOS no tecido pulmonar obtidos de camundongos sensibilizados
controles (SC) e sensibilizados obesos (SO) 48 h apds o desafio intranasal com OVA. Cada
coluna representa a média + E.P.M para n=5. *p < 0,05 . Os valores foram expressos como
a relacdo entre a amostra imunoprecipitada com o anticorpo especifico para p65 do NF-xB
e a amostra input. O input € uma amostra utilizada como controle da quantidade total de

DNA utilizado no ensaio.
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Figura 19. Efeito da obesidade sob os niveis de TNF-a no lavado broncoalveolar
(LBA) em diferentes tempos apés o desafio com OVA. Dosagem dos niveis do fator de
necrose tumoral o (TNF-a) no LBA obtidos de camundongos sensibilizados controles (SC)
e sensibilizados obesos (SO) na fase inicial do processo inflamatério (3-6 h) e na fase tardia
(24-72 h). Cada coluna representa a média + E.P.M para n= 6. *p < 0,05 em relacdo ao

grupo SC.

4.12. Efeito da obesidade sob a expressdo das enzimas 11-fHSDI e 11- HSD2 no
pulmdo de camundongos obesos e asmdticos

Estudos demonstram que o contato com o estimulos pré-inflamatérios induz
ativacdo da enzima 11-B HSDI1 e regulacdo negativa da 11-§ HSD2 (Georen et al., 2005).
A expressdo da 11-f HSD1 € responsdvel pela conversdo de glicocorticéides inativos

cortisona (humanos) e 11-dehidrocorticosterona (roedores) em glicocorticides

ativos,(cortisol ou corticosterona respectivamente). Nossos dados mostraram que a
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expressao da 11- HSD1 estd significativamente menor no grupo obeso em 48 h ( mas ndo
em 3 h ) apés o desafio com OV A, comparando-se com o grupo controle (Figura 20). A
diminuicdo da expressdo da isoforma 11-f HSD1 no pulmido de animais obesos foi
acompanhada por aumento na expressdo da enzima, a 11-§ HSD2, a qual tem efeito oposto

na conversao de glicocorticides endégenos (Figura 20).
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Figura 20: Efeito da obesidade sobre a expressao das enzimas 11-f HSD1 e 11-f HSD2
no pulmao. Gréificos representativos da expressao da 11-f HSD1 (A) e 11-B HSD2 (B) no
homogenato de pulmdo obtido de camundongos sensibilizados controle (SC) e
sensibilizado obesos (SO) 3 h e 48 h apds o desafio intranasal com OVA. Cada coluna
representa a média + EPM (n= 6); *p< 0,05 quando comparado com SC. Os valores da
expressdo da 11-f HSD e 11-B HSD2 de cada grupo foram normalizados por GAPDH e

expressos por unidades arbitrarias (UA).
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4.13. Efeito do bloqueio do TNF-a sob o recrutamento de células inflamatorias para o
pulmdo

Com intuito de avaliar a participacdo do TNF-a na exacerbacdo da resposta
inflamatéria pulmonar alérgica em animais obesos, optamos por estudar o efeito do
bloqueio TNF-a através do tratamento dos animais com anticorpo anti-TNF-a (2 mg/kg).
Para tal, realizamos a quantificacdo de células inflamatdrias totais e de eosindfilos
infiltrados no tecido pulmonar, no LBA e medula 6ssea. As andlises foram realizadas 48 h

apods o primeiro desafio, baseado em nossos resultados anteriores obtidos com metformina.

4.13.1. Parénquima pulmonar

Como mostrado anteriormente, o desafio com OVA aumentou significativamente o
infiltrado de células inflamatérias na regido peribronquiolar dos camundongos obesos
(50,1£3,02 e 162,282 cels/mm? para grupo controle e obeso, respectivamente), sendo
grande parte desse infiltrado composto por eosinéfilos (25,5+1,5 e 64,5+2,8 para grupos
controle e obeso respectivamente) (Figura 21).

O ndmero de células totais (Figura 21 A) e de eosindfilos (Figura 21 B) no pulmio
apresentou-se significativamente diminuido nos camundongos sensibilizados obesos
tratados com anti-TNF-o comparados aos animais ndo tratados (P<0,001). Entretanto, ainda
existe diferenca significativa entre o nimero de eosindfilos dos animais SO comparados aos
SC ap6s bloqueio com anti-TNF-a.

A Figura 22 mostra fotos representativas de histologia pulmonar para os quatro

grupos experimentais.
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Figura 21: Efeito da neutralizacio do TNF-a sobre o nimero de células
inflamatorias totais e eosindfilos no tecido pulmonar. Grificos representativos do
tratamento com anti-TNF-a (2 mg/kg; 1 h antes do primeiro desafio didrio), sobre o nimero
de células inflamatorias totais (A) e eosindfilos (B) no tecido pulmonar obtidos de
camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO), em 48 h apds o

desafio intranasal com OVA. Cada coluna representa a média + E.P.M para n=6. *p < 0,05.

98



Figura 22: Fotomicrografia representativa do efeito da neutralizacio do TNF-a sobre o
nimero de células inflamatérias e eosinéfilos no tecido pulmonar 48 h apés o desafio
intranasal com ovalbumina (OVA). As fotos representam cortes de pulmdes obtidos de
camundongos sensibilizado controle (SC); sensibilizado obeso (SO), sensibilizado controle tratado

com anti-TNF-a (SC+anti-TNF-a) e sensibilizado obeso tratado com anti-TNF-a (SO+ anti-TNF-

).
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4.13.2. Lavado broncoalveolar (LBA)

A Figura 23 mostra que o nimero de células totais e de eosinéfilos no LBA
apresentou-se significativamente diminuido nos camundongos sensibilizados obesos
comparado ao grupo controle. O tratamento com anti- TNF-a reduziu o infiltrado celular
em ambos os grupos experimentais; entretanto ndo notamos diferenga significativa para o
nimero de células totais entre animais SO e SC apds o bloqueio com anti-TNF-a, ao passo
que o nimero de eosinéfilos manteve-se significantemente diminuido no grupo obeso. O
tratamento com o anti IgG (2 mg/kg), que é o isotipo controle do anticorpo anti TNF-a, nao

modificou o nimero de eosinéfilos no LBA dos camundongos SC e SO (Figura 24).
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Figura 23: Efeito da neutralizacdo do TNF-o sobre o niimero de células inflamatérias
total e eosinofilos no lavado broncoalveolar (LBA). Os graficos representam o efeito do
tratamento com anticorpo anti TNF-a (2 mg/kg) no nimero de células inflamatdrias total
(A) e eosindfilos (B) no LBA obtidos de camundongos sensibilizados controles (SC) e
sensibilizados obesos (SO) 48 h apds o desafio intranasal com OVA. Cada coluna

representa a média = E.P.M para n= 6. *p < 0,05. NS, ndo significativo.
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Figura 24: Efeito da neutralizacio da IgG sobre o nimero de células inflamatoérias
total e eosindfilos no lavado broncoalveolar (LBA). Os graficos representam o efeito do
tratamento com anticorpo anti IgG (2 mg/kg) no nimero de células inflamatorias total (A) e
eosindfilos (B) no LBA obtidos de camundongos sensibilizados controles (SC) e

sensibilizados obesos (SO), 48 h apds o desafio intranasal com OVA. Cada coluna

representa a média = E.P.M para n= 6. *p < 0,05. NS, ndo significativo.
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4.13.3. Medula Oéssea

Conforme mostrado anteriormente (Figura 8), a obesidade aumentou
significativamente o numero de eosindéfilos maduros e imaturos na medula &ssea,
comparado aos animais controles (magros) sensibilizados e desafiados com OVA.

O tratamento com anti-TNF-o (2 mg/kg) normalizou o nimero de eosinéfilos
maduros e imaturos nos animais obesos sensibilizados e desafiados, ndo havendo mais

diferenca significativa entre os grupos controle e obeso (Figura 25 A e B).

O tratamento com o isotipo controle do anticorpo anti TNF-a (anti 1gG) ndo
modificou o nimero de eosin6filos maduros e imaturos na MO dos camundongos SC e SO

(Fig. 26 A e B).
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Figura 25. Efeito da neutralizacdo do TNF-a sobre o niimero de eosindfilos maduros
e imaturos na medula éssea (MO). Os graficos representam o efeito do tratamento com
anticorpo anti TNF-a (2 mg/kg) no nimero eosinéfilos maduros (A) e eosinéfilos imaturos
(B) na MO obtidas de camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos
(SO), 48 h apds o desafio intranasal com OVA. Cada coluna representa a média + E.P.M

para n= 6. *p <0,05. NS, ndo significativo.
104



Eosinofilos maduros (x 10 ¢/ ml)

Eosinéfilos imaturos (x 10 ¢/ ml)

Figura 26: Efeito da neutralizacio do IgG sobre o nimero de eosindfilos maduros e
imaturos na medula 6ssea (MO). Os graficos representam o efeito do tratamento com
anticorpo anti IgG (2 mg/kg/i.p) no niimero eosindfilos maduros (A) e eosindfilos imaturos
(B) na MO obtidas de camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos
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para n= 6. *p <0,05. NS, ndo significativo.
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5. DISCUSSAO

106



5. DISCUSSAO

A asma e obesidade sdao doencas cronicas de elevada prevaléncia, sendo
considerados sérios problemas de satde publica, uma vez que se associam a elevada
morbidade e custos crescentes para o sistema de satde. A relacdo entre essas duas doengas
tem sido bem documentada em estudos epidemiolégicos. Todavia, a natureza e a
causalidade desta associacdo nao estdo claramente esclarecidas e suscitam acalorada
discussdo. Mecanismos inflamatérios, disfun¢do oxidativa, alteracdes na mecanica
respiratoria e resisténcia periférica a insulina tém sido investigados para se entender a
relacdo entre asma e obesidade.

No presente estudo mostramos que a metformina, droga de primeira escolha na
clinica para tratamento da resisténcia a insulina, atenua significativamente o infiltrado de
eosinéfilos no tecido pulmonar peribronquiolar, assim como os niveis de mediadores pro-
inflamatérios como TNF-a, eotaxina, ¢ NOx no LBA e expressio da iNOS. Em
camundongos obesos, o desafio com OV A promoveu aumento significativo do niimero de
eosinéfilos na medula 6ssea, que foi acompanhado por reducdo da adesdo a ICAM-1 e
VCAM-1, bem como da expressiao de VLA-4 e Mac-1 nas células da medula 6ssea. O

tratamento com metformina restaurou todas as alteracdes observadas na medula dssea de

camundongos obesos desafiados com OVA.

E interessante notar que a metformina aumentou o nimero de eosinéfilos no LBA
de camundongos sensibilizados obesos e controle, sendo que, apds o tratamento, o influxo
de eosindfilos ocorreu de maneira semelhante em ambos os grupos, independentemente do

fendtipo. E provavel que o aumento no nimero de eosinéfilos no LBA de camundongos
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obesos seja fruto do aumento na transmigracdo dessas células da regido peribronquiolar até
o limen. Os granuldcitos retidos no tecido podem ser removidos de forma eficiente e ndo
lesiva por meio do egresso dessas células através do epitélio bronquico para o limen das
vias aéreas (Persson e Uller et al., 2010). Uller e col (2006) propuseram que a remog¢ao de
granuldcitos do tecido pulmonar para a luz das vias aéreas contribui grandemente para a
resolucdo do processo inflamatério pulmonar. No presente estudo, as andlises morfologicas
do tecido pulmonar confirmam essa hipétese, pois a metformina diminuiu marcantemente o
nimero de eosindfilos retidos na regido peribronquiolar de camundongos obesos e
desafiados com OVA. De acordo com Calixto e colaboradores (2010), a obesidade
promove reten¢do de eosindfilos na regido peribronquiolar, permitindo a estas células
exercerem suas funcdes efetoras por mais tempo. Entretando, os mecanismos que
determinam a reteng¢do de granuldcitos no tecido pulmonar de camundongos obesos ainda
ndo estdo esclarecidos. E possivel que a resisténcia 2 insulina desempenhe papel importante
neste processo, visto que o tratamento com metformina reduz a intolerancia a insulina e
facilita o extravasamento dos eosinéfilos da regido peribronquiolar para o limen da via
aérea. E concebivel que a hiperglicemia contribua para o fendtipo pré-asmético em
camundongos obesos. O stress oxidativo e nitrosativo, uma das conseqiiéncias da
hiperglicemia, contribui em diversos aspectos para o fendtipo obeso (Houstis et al., 2006;
Scherer, 2006), e podem estar associado a asma (Kirkham e Rahman, 2006; Holguin e
Fitzpatrick, 2010). Além disso, relatos recentes indicam uma alta prevaléncia de resisténcia
a insulina em pacientes obesos e asmaticos comparado a obesos ndo asmaticos (Gulcan et

al., 2009; Thuesen et al., 2009; Arshi et al., 2010; Ma et al., 2010).
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Com o intuito de aprofundarmos nosso conhecimento sobre o papel da resisténcia a
insulina sist€émica no recrutamento de eosinéfilos para as vias aéreas, analisamos o efeito
do tratamento com metformina sob a mobilizacdo de eosindfilos da medula déssea de
camundongos obesos e os possiveis mecanismos envolvidos na migracdo para o foco
inflamatério. Os eosindfilos sdo produzidos na medula éssea, e na circulagcdo sao
encontrados em baixo nimero, constituindo de 1-3% do total de leucdcitos circulantes. Em
resposta ao estimulo alérgico no pulmao, o pool de eosinéfilos se expande na medula dssea,
sendo grande quantidade recrutada subsequentemente para a circulacdo e pulmao (Gleich,

2000; Uhm et al., 2012) .

Inicialmente, nosso principal objetivo foi entender se o aumento no nimero de
eosinéfilos na MO de camundongos obesos € causa ou consequéncia do intenso
recrutamento eosinofilico pulmonar.

Moléculas de adesdao sdo conhecidas por exercer papel importante no acimulo de
leucdcitos nas vias aéreas inflamadas. A aderéncia de eosindfilos as células endoteliais via
moléculas de adesdo é considerada um evento essencial e inicial para a inflamacdo alérgica
eosinofilica. O primeiro passo para a migracdo de eosinéfilos para o tecido inflamado inicia
com o rolamento no endotélio. O rolamento progride para a adesdo firme devido as
interacOes das integrinas CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1) e CD49b (VLA-4) na superficie
dos eosindfilos com as moléculas de adesdo da familia das imunoglobulinas, tais como
ICAM-1 e VCAM-1 presentes no endotélio (Lampinem et al., 2004). As integrinas
medeiam a adesdo de eosindfilos as vénulas pds-capilares permitindo a migracao destas
células do sangue para a parede das vias aéreas e para o espago aéreo (Bochner, 2004). No

presente estudo verificamos que eosindfilos da medula dssea de camundongos obesos
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apresentam diminuicdo significativa na expressao de VLA-4 e Mac-1, mas ndo do receptor
para eotaxina, o CCR3. A diminuic¢ao da aderéncia de eosinéfilos nos ensaios de adesdo in
vitro em placas recobertas com ICAM-1 e VCAM-1 corroboram com a diminuicdo na
expressdo de VLA-4 e Mac-1 na superficie de eosindfilos da medula 6ssea. Dessa forma,
podemos inferir que a adesdo diminuida nos obesos esteja acontecendo devido a diminuigcao

na expressao dos contra ligantes para VCAM-1 e ICAM-1 na superficie celular.

E interessante notar que a metformina normaliza o nimero de eosinéfilos na medula
Ossea, assim como corrige a adesdo a ICAM-1 e VCAM-1. A expressdao menor de Mac-1 e
VLA-4 na superficie de eosinéfilos da medula éssea de camundongos obesos é também
corrigida pela metformina. O aumento na adesdo a ICAM-1 e VCAM-1 encontrada nos
animais obesos apds o tratamento com metformina parece ser mediado, a0 menos em parte,
pelo aumento nos niveis de eotaxina no sobrenadante da medula 6ssea. Johansson e
colaboradores (2008) mostraram que, apds desafio antigénico, ocorre ativacdo das
integrinas 1 e upregulation na expressao de B2 em eosinéfilos, mudangas essas que
facilitam a interagdo dos eosinéfilos com VCAM-1 presente no endotélio. Além disso,
Saito e colaboradores (2002) demonstraram que a eotaxina aumenta a adesdo de eosinéfilos
a ICAM-1 em individuos asmaticos. A eotaxina, conhecida como potente quimiocina, € um
agente quimiotatico para eosindfilos da medula 6ssea, sendo capaz de estimular rdpida
mobilizacdo dos mesmos para a circulacdo (Palframan et al., 1998a). A eotaxina parece
estabelecer um gradiente positivo através do endotélio da medula dssea para estimular a
liberagd@o de eosinofilos, ao passo que a IL-5, devido a sua atividade quimiocinética, parece
ser eficiente quando presente no plasma ou quando gerada extra vascularmente na medula

Ossea (Palframan et al., 1998b).
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O excessivo acimulo de eosinéfilos no tecido pulmonar e o aumento nos niveis de
mediadores pré-inflamatérios pode estar ativando vias regulatérias, na tentativa de
controlar a inflamacdo. Uma dessas vias seria a retencdo de eosinéfilos na medula dssea,
pois diversos estudos demonstram uma forte comunicacao entre o pulmao e a medula dssea
na inflamagdo alérgica das vias aéreas (Sehmi et al., 1997; Gaspar Elsas et al., 1997;
Ohkawara et al., 1997; Wood et al.,, 1998; O'Byrne, 1999). Existem diversos estudos
mostrando que células progenitoras hematopoiéticas podem ser mobilizadas da medula
Ossea para o local da exposi¢do ao estimulo alérgico, onde se diferenciam in situ em
eosinéfilos, sob a influéncia de mediadores produzidos localmente, contribuindo assim para
o aumento da inflamacdo das vias aéreas (Dorman et al., 2004; Southam et al., 2005;
Radinger e Lotvall, 2009). Baseado nisso, podemos sugerir que no estado obeso ocorra
acentuada diferenciacdo in situ no pulmio, e com isso uma regulacdo negativa no
recrutamento de eosinéfilos da medula 6ssea, com o intuito de refrear a resposta
inflamatéria exagerada no pulmao. Recentemente, foi demonstrado que a fracao do estroma
vascular do tecido adiposo € um reservatério extramedular de células tronco e progenitoras,
inclusive de células hematopoiéticas progenitoras (Han et al., 2010). Assim, pode-se
especular que células progenitoras hematopoiéticas sejam recrutadas do tecido adiposo para
o pulmdo, pois no pulmio dos obesos os niveis de mediadores quimiotdticos estdo maiores
do que os controles; e no pulmio, sob a influéncia da IL-5, se diferenciariam em
eosinofilos, aumentando o mimero destas células sem necessariamente recrutar células da
medula dssea. No conjunto, nos parece que a regulacdo negativa do recrutamento de
eosinofilos da medula dssea observada em camundongos obesos parece ser uma maneira de

frear a exacerbacdo da inflamacdo pulmonar resultante da excessiva reten¢ao de eosinéfilos
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no pulmao, sendo esta retencdo fruto da ineficiente transmigracdo dos eosinéfilos para a luz
das vias aéreas; e assim falha no processo de resolucao da inflamacao.

O envolvimento do NO na modulagido da expressdo de moléculas de adesdo e no
recrutamento de eosindfilos da medula 6ssea foi investigado recentemente por Pelaquini e
colaboradores (2011). Em tal estudo, demonstrou-se que o tratamento de camundongos
com o inibidor seletivo da iNOS, 1400w, resulta em aumento significante na adesdo de
eosinéfilos da medula dssea, seguido de aumento na expressao de Mac-1, confirmando que
a iNOS € capaz de regular o recrutamento de eosinéfilos da medula 6ssea. Outra possivel
via responsavel pela regulacdo do recrutamento de eosinéfilos da medula dssea para as vias
aéreas € a ativacdo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). Trabalhos mostram a PI3K esta
envolvida na patogénese da asma (Ezeamuzie et al., 2001; Lee et al., 2006; Takeda et al.,
2010). Além disso, Xia e colaboradores (2012) demonstraram que a inibicdo da PI3K
diminui a expressdo e atividade da iNOS no epitélio bronquico apds o desafio com OV A,
reduzindo a migracdo de células inflaméatorias para o pulmao. Estes dados evidenciam que a
via de sinalizacdo PI3K-iNOS-NO exerce papel importante no desenvolvimento da
inflamagdo das vias aéreas. A contribuicao individual das diferentes isoformas da PI3K na
inflamacdo das vias aéreas ja foi investigada através da utilizacdo de inibidores seletivos
(Lee et al., 2006; Park et al., 2008) ou de animais geneticamente modificados (Nashed et
al., 2007; Takeda et al., 2009). A PI3K p1106 ¢ a isoforma predominantemente expressa em
eosinoéfilos de medula Gssea, e sua inibicdo resulta em inibicdo da adesio a VCAM-1 e
ICAM-1, bem como da expressio de Mac-1 em eosinéfilos da medula Ossea de

camundongos (Kang et al., 2012).
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O actimulo de leucdcitos, incluindo eosinéfilos nos tecidos depende nao somente do
nimero de células recrutadas, mas também do niimero de células retiradas ou que deixam o
tecido (Bradley et al., 1991; Duffin et al., 2010). Dessa forma, a metformina, ao ativar a
AMPK no pulmdo e estimular a transmigracdo dos eosinéfilos do tecido pulmonar para a
luz das vias aéreas, diminui a inflamacdo pulmonar e normaliza o recrutamento de
eosinéfilos da medula 6ssea, esvaziando-a. A metformina, ao ativar AMPK no pulmao,
inibiria a ativacdo do NF-kB e expressdo da iNOS, favorecendo o processo de resolugdo da
inflamacdo pulmonar em animais obesos. Os efeitos causados pela metformina podem estar
relacionados ao seu potencial em controlar a resisténcia a insulina, ja que seus efeitos sobre
a inflamacdo pulmonar mostram-se mais significativos em animais obesos e resistentes a
insulina em comparagao aos controles.

Estudos clinicos e modelos experimentais de asma mostram elevagao dos niveis de
citocinas do tipo Th2 no LBA. Estes dados se assemelham aos resultados encontrados em
nosso trabalho, os quais demonstram elevados niveis de TNF-q, eotaxina e IL-5 no LBA de
animais obesos obtidos 48 h apds o desafio com OVA, sendo o tratamento com metformina
capaz de reduzir os niveis de TNF-a e eotaxina, ndo exercendo efeito inibitério sobre os
niveis de IL-5. A IL-5 é considerada um regulador chave da func¢do de eosinéfilos, como
migracdo, desenvolvimento e ativagdo (Dent et al, 1990; Tominaga et al., 1991;
Yamaguchi et al., 1991; Sano et al., 2005; Corren, 2011). A eotaxina e a IL-5 agem
cooperativamente para promover o recrutamento de eosindfilos para os tecidos, tanto em
humanos quanto em animais (Collins et al., 1995; Mould et al., 1997, 2000; Rothenberg,
1999). O TNF-a estd aumentado na obesidade onde exerce atividade pré-inflamatéria.

Além disso, o TNF-a age diretamente no adipocito regulando o actimulo de gordura,
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interferindo assim na homeostase glicémica e no metabolismo de lipidios (Fantuzzi, 2005).
Além de influenciar no desenvolvimento da resisténcia a insulina, diversos trabalhos, tanto
em humanos quanto em animais, mostram que o TNF-a exerce importante papel na asma
(Brightling et al., 2008). Por exemplo, niveis elevados de TNF-a sdo encontrados no LBA e
no escarro de pacientes asmaticos (Cembrzynska-Nowak et al., 1993; Obase et al., 2001;
Matera et al., 2010). A administracao de TNF-a em aerossol em individuos sadios aumenta
a hiperreatividade das vias aéreas e o nimero de neutréfilos no escarro (Thomas et al.,
1995), e a inalacdo do TNF-a em pacientes asmaticos causa hiperreatividade acompanhada
de neutrofilia e eosinofilia no escarro (Thomas et al., 2002). Em nosso estudo, a diminui¢ao
nos niveis de eotaxina no LBA e na producio de muco, apds o tratamento com metformina,
pode ser consequéncia da diminui¢do dos niveis TNF-a. Estudos prévios vém mostrando
que o TNF-a pode induzir a sintese de eotaxina em células epiteliais (Lilly et al., 1997),
endoteliais (Matsukura et al., 1999), monécitos (Nakamura et al., 1998) e fibroblastos
(Bartels et al., 1996). O TNF-a tem papel relevante para a hipersecre¢cdo de muco na asma
grave. A ligacdo do TNF-a ao seu receptor geralmente leva a ativacdo do fator de
transcricdo nuclear NF-kB (Song et al., 2003) e a producdo de muco mediada pelo TNF-a é
dependente IkB quinase (IKK) e NF-kB, tanto in vitro como in vivo (Lora et al., 2005) .
Diversos estudos experimentais vém demonstrando que os efeitos da metformina
ndo estdo ligados somente ao diabetes. A metformina exerce seus efeitos principalmente
através da ativacdo da AMPK, a qual é uma serina/treonina quinase, composta por uma
subunidade catalitica (o) e duas subunidades reguladoras (B,¥), que protege as células
contra deplecdo de ATP. O papel da AMPK tem sido documentado na regulagdo de uma

ampla variedade de processos fisiologicos, como o metabolismo de substratos,
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metabolismo de lipidios, sintese de proteinas, proliferacdo celular e apoptose (Hardie et al.,
2012). Apesar dos relatos a respeito dos efeitos da metformina na inflamacao, via ativagao
da AMPK, poucos estudos até o momento estudaram os efeitos desta droga na asma. Dentre
eles, o estudo conduzido por Ratnovsky e colaboradoes (2007) evidenciou que o tratamento
com metformina inibe a proliferacdo in vitro das células musculares lisas das vias aéreas
via ativacdo do AMPK. Entretanto, Shore e colaboradores (2008) mostraram que a
metformina nao exerce efeito sobre a hiperreatividade e inflamac¢ao induzida por ozonio em
camundongos geneticamente obesos. Todavia, é importante ressaltar que este trabalho
difere do nosso, pois foi utilizado modelo de obesidade por modificacdes genéticas e
inflamac¢do induzida por 0z6nio, a qual ndo é de natureza alérgica e se caracteriza por um
macico infiltrado neutrofilico, sem participacdo de eosinéfilos. Um estudo mais recente
realizado com ativadores da AMPK mostrou que a ativacdo da mesma melhora a
inflamagdo e a hiperreatividade das vias aéreas induzida por tolueno, além de diminuir a
producido de espécies reativas de oxigénio (ERO) e citocinas Th2 em camundongos (Park et
al., 2012). Estes dados corroboram com o0s nossos, nos quais animais desafiados com OVA
apresentam diminui¢cao da fosforilagdo da AMPK e de seu principal subtrato, a ACC, a qual
€ revertida pelo tratamento com metformina. Assim, € possivel que a diminui¢do da
ativacdo da AMPK esteja relacionado com o quadro de inflamacgdo alérgica pulmonar.
Existe uma vasta literatura mostrando que a ativacdo de AMPK pode inibir a resposta
inflamatodria induzida por diferentes insultos, ao passo que a diminui¢do da sua atividade
estd associada ao aumento da resposta inflamatéria (Nath et al.,, 2005; Steinberg et al.,
2006; Sag et al., 2008; Zhao et al., 2008; Ko et al., 2009; Bai et al., 2010; Myerburg et al.,

2010; Gauthier et al, 2011). Dentre estes, € vdalido ressaltar o estudo de Sag e
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colaboradores (2008), que revelou que a AMPK age diretamente nas vias sinalizadoras de
macréfagos, suprimindo a resposta pré-inflamatéria e promovendo a polarizagdo destas
células para o fendtipo anti-inflamatério. Estimulagdo de macréfagos com citocinas anti-
inflamatérias como IL-10 e TGF-f3, resulta em rapida fosforilagdio da AMPK, ao passo que
a estimulacdo dos mesmos com estimulos pré-inflamatérios como LPS, resulta em
desfosforilacao da AMPK. Além disso, Steinberg e colaboradores (2006) observaram que o
TNF-a suprime a atividade da AMPK no misculo esquelético, através da regulacdo
positiva da expressdo da proteina fosfatase 2C, conhecida como inibidora da sinalizacdo da
AMPK. Levando em considera¢do que macréfagos, bem como o TNF-a, exercem papel de
grande relevancia na inflamacdo das vias aéreas e que camundongos obesos apresentam
elevados niveis de TNF-a no LBA, podemos inferir que a modulacdo da expressdo da
AMPK € uma possivel via pela qual a obesidade induz a exacerbacdo da inflamacdo
pulmonar, bem como a via pela qual a metformina exerce seus efeitos anti-inflamatérios no

pulmao de animais obesos.

O TNF-a ¢ uma citocina quimiotatica capaz de induzir migracdo, proliferacdo e
ativacdo de leucdcitos, provavelmente via regulagdo positiva na expressdo de moléculas de
adesao, tais como VCAM-1 e ICAM-1, facilitando assim a migra¢@o dessas células (Chai et
al.,, 2005; Yoshifuku et al., 2007, Babu et al, 2011). Assim, o aumento dos niveis
circulantes do TNF-a na obesidade pode contribuir para exacerbagdo da asma. Em nossos
experimentos, a dosagem de TNF-a no LBA mostrou-se maior em animais obesos, sendo
restaurada pelo tratamento com metformina. Este achado nos pareceu relevante, levando-
nos a investigar com mais profundidade a influéncia desta citocina sobre o infiltrado

eosinofilico em camundongos obesos. Para tal, investigamos o efeito da neutraliza¢do do
116



TNF-a, através do tratamento com anticorpo anti-TNF-o, sobre a migracido de eosinéfilos
da medula dssea para o pulmio. Procuramos comparar os efeitos do anticorpo anti-TNF-a

com aqueles produzidos pela metformina.

O tratamento com anticorpo anti-TNF-a diminuiu significativamente o niimero de
eosinéfilos maduros e imaturos na medula 6ssea dos camundongos obesos e desafiados
com OV A, sem mostrar qualquer alteracdo nas contagens de eosinéfilos do grupo controle.
Podemos propor que os efeitos da metformina possam ser, ao menos em parte, devido a
inibi¢do da produ¢do de TNF-a. O nimero de eosinéfilos infiltrados no tecido pulmonar de
camundongos obesos tratados com anti- TNF-a foi menor, a semelhanca dos animais
tratados com metformina. Entretanto, o infiltrado eosinofilico no LBA apresentou-se
divergente nos dois tratamentos. Ou seja, a metformina causou apenas uma diminui¢cao nos
niveis de TNF-a no LBA, permitindo ainda uma atividade pré-inflamatéria residual desse
mediador, enquanto que o tratamento com anticorpo levou a um bloqueio sistémico do
TNF-a. Diversos estudos ja demonstraram que a metformina € capaz de diminuir os niveis
dessa citocina em diferentes tecidos (Nath et al, 2009; Arai et al, 2010; Alhaider et al,
2011). Somado a isso, Hattori e colaboradores (2006) demonstraram que a metformina,
através da ativagdo da AMPK, reduz a atividade do fator de transcricio nuclear NF-«kB,
induzida pelo TNF-a, em células endoteliais. A metformina, ao inibir a ativagdo desse fator
de transcricdo, pode inibir a sintese de diversos mediadores inflamatérios envolvidos na

asma, na obesidade e provavelmente na associa¢cdo das duas patologias.

Dentre os mediadores pro-inflamatérios podemos destacar a iNOS, que €
responsavel pela formagdo de grandes quantidades de NO, que tem sido apontado como

mediador chave na inflamacdo asmadtica (Thomassen et al.,, 1999; Sugiura e Ichinose,
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2011). Animais submetidos ao desafio alergénico, assim como pacientes asmaticos
apresentam niveis elevados de NO no ar exalado (Gustafsson et al., 1991; Petsky et al.,
2012; Yamamoto et al., 2012). Embora a fonte exata do NO ndo esteja esclarecida, ha
indicios de que seja advindo da iNOS produzida pelas células epiteliais das vias aéreas
inferiores (Asano et al., 1994; Lane et al., 2004; Xia et al., 2012). Macréfagos alveolares
também sdo fonte de NO, porém a producdo de NO por macréfagos de individuos
asmadticos ndo parece ser a principal fonte de NO em humanos (Robbins et al., 1997).
Entretanto, os macréfagos presentes nas vias aéreas podem modular a produg¢dao de NO
através da producdo de TNF-a e IL-1B. Estas citocinas podem, por sua vez, aumentar a
transcricdo de iNOS no epitélio bronquico. A participagdo de macréfagos na produgdo de
NO fortalece a correlacdo entre a obesidade e a asma, haja vista que macréfagos alveolares
de individuos obesos e asmadticos apresentam fendtipo pré-inflamatério (Lugogo et al.,

2012).

Perreault e Marette (2001) demonstraram em camundongos que as isoformas eNOS
e nNOS, ambas constitutivamente expressas no tecido adiposo e misculo esquelético, nao
apresentam-se alteradas apds alimentacdo com dieta hiperlipidica. Por outro lado, a
expressao de iNOS, que é fracamente detectada no tecido adiposo e musculo esquelético de
camundongos, aumenta marcantemente apds a ingestdo de dieta hiperlipidica. Em
condicoes fisioldgicas, tanto a eNOS quanto a nNOS produzem localmente pequenas
quantidades de NO no tecido adiposo, enquanto que o aumento da produgdao da iNOS no
estado obeso pode produzir grandes quantidades de NO, o qual pode contribuir para o

desenvolvimento ou exacerbagdo de patologias associadas a obesidade, tal como a asma.
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A via do NO parece dar suporte experimental a elucidacao da associacdo entre asma
e resisténcia a insulina. O estresse nitrosativo leva a modifica¢des covalentes e inibi¢do de
vdrias proteinas fundamentais na sinaliza¢do da insulina (Carvalho-Filho et al., 2006; Pilon,
et al., 2010). Estudos mostram que o bloqueio cronico do NO, através do uso de L-NAME,
em camundongos obesos ou a delecdo do gene da iNOS diminui a adiposidade induzida
pela dieta hiperlipidica, reduz a inflamacdo do tecido adiposo e melhora a sinalizagdo da
insulina no musculo esquelético, sugerindo que o NO tem um papel modulatério no
desenvolvimento da obesidade e na resisténcia a insulina (Tsuchiya et al., 2007; Perreault e
Marette, 2001). Além disso, a resisténcia a insulina associada a iNOS em camundongos é
mediada por S-nitrosilacdo (Carvalho-Filho et al., 2006) e nitracdo (Pilon, et al., 2010) das
proteinas envolvidas na transducdo de sinal de insulina, como o receptor de insulina
subunidade beta (IRbeta), substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e Akt. Levando-se em
consideragdo que o NO € apontado atualmente como mediador chave na inflamagao
asmatica, incluindo o recrutamento eosinofilico (Ferreira et al., 1996; Korhonen et al.,
2005; Sugiura e Ichinos), e que os niveis de NO est@o elevados no LBA de camundongos
obesos, € plausivel especular que o agravamento da asma observada na obesidade esteja
ligado a produgdo de NO e resisténcia a insulina.

As informagdes acima referenciadas corroboram com nossos resultados de produgao
de metabdlitos do NO e da expressdo de iNOS pulmonar, através dos quais observamos que
animais obesos sensibilizados e desafiados com OVA apresentam aumento significativo
desses dois marcadores, e que a metformina € efetiva em inibi-los. A atividade inibitéria da
metformina sob a expressdo da INOS ja foi descrita anteriormente. Pilon e colaboradores

(2004) descreveram que a ativacdo farmacologica da AMPK, através de drogas que
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melhoram a sensibilidade a insulina, tal como a metformina, inibe marcantemente a iNOS
em diversos tipos celulares. A ativacdo da AMPK in vivo também inibe a expressdo da
iNOS no misculo e no tecido adiposo de roedores. A redu¢do da expressao da AMPK,
através da utilizacdo de siRNA, reverte o efeito inibitério dos ativadores da AMPK sobre a

expressao da iNOS e producdo de NO em midcitos (Pilon et al., 2004).

Variados estudos t€ém mostrado que a ativagdo da AMPK regula negativamente a
ativacdo do fator de transcrigdo NF-kB (Salminen, 2011). A AMPK possui vérios alvos
diretos de fosforilacdo (Canto e Auwerx, 2010), mas parece que a AMPK suprime a
sinalizacdo do NF-kB indiretamente via mediadores downstream, tais como SIRT-1,
Forkhead Box (FoxO) e PGC-1a, os quais podem subsequentemente reprimir a expressao
de fatores inflamatérios. Além disso, a ativacdo da AMPK pode ativar o NF-kB no intuito
de estimular a expressdo de proteinas anti-inflamatoérias e anti-apoptéticas, como IL-10,
survivina e Bcl-2 (Sag et al., 2008; Liu et al., 2010). Macréfagos obtidos da medula dssea,
quando estimulados com IL-10, produzem um aumento rapido e marcante nos niveis de p-
AMPK; em contrapartida, quando estimulados com LPS levam a reducdo da p-AMPK (Sag
et al., 2008). Hattori e colaboradores (2006) verificaram que a metformina atenua a
expressdo de genes pro-inflamatdrios e de moléculas de adesdo através da inibicdo do NF-
kB, via ativacdo da AMPK. A metformina, através da ativagdo da AMPK, também atenua a
fosforilacdo da IkB, suprimindo a ativacdo do NF-kB induzida pelo TNF-a. Estes dados
corroboram com nossos resultados que mostram que a metformina inibe a ligacdo do NF-

kB na regido promotora da iNOS através da inibi¢do da fosforilacdo da IxB induzida pelo

TNF-a.
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A quantidade de NO produzida pela iNOS € regulada principalmente ao nivel
transcricional. Os mecanismos moleculares para a transcricdo do gene da iNOS tém sido
estudados em diferentes células. Dependendo do estimulo ou do tipo celular, diferentes vias
de sinalizacdo ativam fatores de transcri¢do e ativadores de fatores de transcricao, tais como
a proteina quinase C, tirosina-quinase, Janus quinase, proteina quinase ativada por
mitégeno (MAP quinase), e inibidores como proteina tirosina fosfatase (Chu et al., 1998;
Marks-Konczalik et al, 1998;. Kristof et al., 2001; Lahti et al, 2002). A regido promotora do
gene da iINOS de camundongos contém varios locais de ligacdo para fatores de transcricao
como NF-kB, Jun/Fos, C/EBT CREB, e a familia de fatores de transcricdo STAT, dentro
das suas regides proximais e distais. Para confirmar os efeitos inibitérios da metformina
sob a expressao da iNOS, realizamos o experimento de imunoprecipitacdo de cromatina
(ChIP), com intuito de verificar a ligacdo do fator de transcricio NF-kB na regido
promotora da iNOS em pulmdes obtidos 48 h apds o desafio com OVA. Verificamos que a
metformina exerce efeito direto sob a regido promotora do gene da iNOS. Embora em 48 h
a ligacdo do fator de transcri¢cdo nuclear kB esteja diminuido nos animais obesos, o que
provavelmente ocorre devido ao efeito auto-regulatério do NO, a metformina inibe a
ligacdo do subunidade p65 do fator de transcricio NF-kB na regido promotora do gene da
iINOS em ambos os grupos.

De acordo com a dosagem de TNF-a no LBA em diferentes tempos apds o desafio
com OVA, percebe-se que os niveis desta citocina estdo elevados precocemente (3 h), que
corresponde a resposta asmdtica imediata. Sabendo-se que o TNF-a estd elevado em 3 h
apos o desafio em animais obesos, € que 0 mesmo € um importante ativador do NF-kB, €

cabivel que a translocacdo deste para o nucleo esteja aumentada precocemente. Somado a
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1Ss0, animais obesos apresentam aumento na expressao pulmonar de iNOS jid em 3 h apds o
desafio quando comparados com o grupo controle. Neste mesmo tempo ocorre aumento da
fosforilagdo do IkB, que pode estar induzindo a ativagdo do NF-kB, a transcricdo da iNOS
e subsequente produgdo de NO, que por sua vez, recruta células inflamatdrias para o tecido
pulmonar, as quais aumentardo a producdo de NO, exacerbando assim o processo
inflamatério nos obesos em 48 h. O organismo, na tentativa de minimizar os danos
causados pela inflamacdo, ativa processos que induzem a resolucdo, dentre eles a auto-
regulacdo da iNOS. Isto confirma que, tal como demonstrado na literatura, a iNOS exerce
efeitos pré-inflamatérios na fase inicial da asma alérgica seguida por efeitos regulatdrios,
ou antinflamatérios na fase tardia. A inflamag¢do € um mecanismo de defesa normal que
protege o organismo de infeccdo e outros insultos, onde inicialmente elimina o patégeno,
reparando os tecidos e a restaurando a homeostase em locais infectados ou danificados. A
auto-regulacdo da resposta inflamatéria envolve a ativacdo de mecanismos de feedback
negativo, como o a secre¢do de citocinas anti-inflamatdrias, a inibi¢do da cascata de
sinaliza¢do pré-inflamatéria e ativacdo de células regulatérias. Como tal, e controlada
adequadamente, a resposta inflamatdria regulada € essencial para manter a homeostase.

O NO pode regular sua prépria produgdo, exercendo efeitos bifdsicos em sua
propria sintese (auto-regulacdo), através da modulacdo da expressio de mRNA da iNOS
(Connelly et al., 2001). Estudos prévios tém deixado claro que o NO desempenha um papel
central na regulacdo da expressdo génica (Deakin et al., 1995; Patel, et al., 1999; Perez-Sala
et al., 2001). Um aspecto chave desta atividade reguladora pode ser o controle da indugao
da propria iNOS (Colasanti, et al., 1995; Park et al., 1997; Peng et al., 1998). Connelly e

colaboradores (2003) relataram que o NO tem efeito bifasico sob a atividade do NF-kB em
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macréfagos murinos e, portanto, possui a capacidade de regular tanto positiva quanto
negativamente a expressdo de numerosas proteinas pro-inflamatdrias, como iNOS,
ciclooxigenase-2 e interleucina-6. O efeito duplo do NO sobre o NF-kB exerce pronunciado
efeito sobre o perfil de ativacdo de células imunes e, portanto, tem implicagdes importantes
tanto para o inicio quanto para a supressdao da resposta inflamatéria. Em particular, as
concentragdes nanomolares de NO aumentam a ativacdo de macréfagos e a expressao de
proteinas pro-inflamatdrias em resposta ao LPS; em contraste, concentracdes micromolares
de NO, semelhantes as geradas pela iNOS, inibe a expressio do gene (Connelly et al.,
2001; 2003). Estes dados corroboram com nossos resultados, nos quais observamos que
animais obesos e desafiados com OV A apresentam elevados niveis de iNOS logo em 3 h
apo6s o desafio. Em 48 h apds o desafio, a expressdo de iNOS € tao intensa que as elevadas
quantidades de NO no pulmido induz sua prépria regulagdo através da diminuicdo da
fosforilagdo e degradacdo da IkB e consequente inativacdo do NF-kB, o qual se desliga da
regido promotora da iNOS em 48 h apds o desafio.

A inflamag@o pulmonar nos camundongos obesos atinge um nivel de excerbacdo
grave, demonstrado pelos elevados niveis de TNF-a, NOx, iNOS e infiltrado eosinofilico,
fazendo com que o organismo ative mecanismos diversos na tentativa de controlar a
inflamacdo desenfreada e induzir o processo de resolu¢do, com o intuito de evitar a
evolucdo para inflamacdo cronica. Dentre os mecanismos de auto-controle podemos
ressaltar o efeito auto-inibitério da iINOS-NO no pulmio e a retencdo de eosindfilos na
medula 6ssea. E de se supor que, embora sejam deflagrados mecanismos indutores da
resolucdo da inflamagdo em camundongos obesos esses mecanismos nao seriam

suficientes, haja vista que os niveis de TNF-a no LBA apresentam um novo pico em 72 h,

123



bem como a eosinofilia pulmonar se mantém presente até 72 h apés o desafio com OVA
(Calixto et al.,, 2010). Além disso, o aumento na expressio da enzima 11-HSD2 e
diminuicdo na expressdo 11-HSD1 no tecido pulmonar sugerem que os niveis de
glicocorticéides enddgenos estdo diminuidos localmente 48 h apds o desafio nos animais
obesos. As 11-f hidroxiesteroide desidrogenase (11-HSD) sdo enzimas tecido-especificas
responsdveis pela interconversdao da forma inativa de glicocorticéides endégenos para a
forma bioativa, como cortisol ou cortisona em humanos (Albiston et al., 1994; Seckl,
2004), e corticosterona em roedores (Li et al., 1997), bem como podem fazer a conversao
inversa. Existem duas isoformas da enzima 11-3 HSD, com efeitos opostos. A isoforma 11-
B HSD1 funciona como oxiredutase a fim de produzir glicocorticdides ativos, cortisol ou
corticosterona, e a isoforma 11-f HSD2 age sob glicocorticéides como desidrogenase, a
fim de produzir metabdlitos inativos (Stewart e Krozowski, 1999). Em paralelo com os bem
conhecidos beneficios terapéuticos dos glicocorticéides no tratamento da asma, diversos
estudos tém demonstrado que os niveis séricos de glicocorticéides enddgenos estdo
elevados em individuos asmdticos apds o desafio antigé€nico e que sua liberacdo exerce
papel essencial para atenuar a resposta broncoconstritora (Blumenthal et al., 1996; Fujitaka
et al., 2000; Peebles et al., 2000). De maneira semelhante, estudos conduzidos em modelos
animais de asma alérgica reportaram que glicocorticéides endégenos suprimem tanto o
infiltrado eosinofilico pulmonar, quanto a hiperreatividade induzida pela exposi¢do ao
alérgeno (Nagai et al., 1991; De Bie et al., 1996; Silverman et al., 2004; Georen et al.,
2005). Na auséncia da 11-f HSD1, camundongos tornam-se mais sensiveis a endotoxemia
(Zhang e Daynes, 2007), as inflamagdes agudas se tornam mais graves (Coutinho et al,,

2012), e os mecanismos pro-resolugdo ficam retardados (Gilmour et al., 2006; Coutinho et
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al., 2012) indicando que a 11- HSD1¢€ essencial para limitar o progresso das doencas

inflamatodrias agudas.

Os resultados descritos nesta tese indicam que a resisténcia a insulina, resultante da
obesidade, € responsdvel pela exacerbacdo da resposta inflamatéria pulmonar observada em
animais obesos. A reversdo da resisténcia a insulina pela metformina em camundongos
obesos permite que animais obesos entrem em processo de resolu¢do da inflamacdo tal
como camundongos controle. Isto é evidénciado pela normalizacio do transito dos
eosindfilos da medula 6ssea até o limen das vias aéreas. Essa normalizacio seria
essencialmente mediada pela ativagdo da AMPK no pulmio, diminui¢do das concentracdes
de TNF-a no LBA e da producdo de NOx, como conseqii€éncia da inibi¢do da expressao da
iNOS induzida pelo fator de transcricdo NF-xB, o qual deixa de ser ativado pelo TNF-a.
Além disso, ao normalizar o trafego de eosindfilos da regido peribronquiolar para a luz das
vias aéreas, o tratamento com metformina induz concomitante diminuicao do acimulo de
eosin6filos na medula 6ssea devido a regulagdo positiva da expressao de VLA-4 e Mac-1
na superficie celular e posterior aumento da resposta adesiva a ICAM-1 e VCAM-1. A
literatura acumula estudos relatando que a asma em obesos € mais grave e de dificil
controle e tratamento. Obesos asmdticos nao respondem de forma efetiva aos
medicamentos disponiveis na clinica para o tratamento da asma, ou requerem doses
elevadas dos mesmos. Desta forma, drogas que controlem as desordens metabdlicas
secunddrias a obesidade, tal como a resisténcia a insulina, poderiam se tornar coadjuvantes

no tratamento da asma.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo mostramos que o tratamento cronico com metformina em

camundongos obesos e sensibilizados com OV A, induz:

IL.

I1I.

IV.

VL

VII.

VIII.

IX.

Reversdo da resisténcia a insulina sistémica;

Aumento na expressao da p-AMPK e p-ACC no tecido pulmonar;
Diminuicdo no infiltrado de células inflamatérias no tecido pulmonar, em
especial, de eosin6filos na regido peribronquiolar;

Diminuicdo nos niveis de mediadores pré-inflamatérios TNF-a e eotaxina,
acompanhada de diminui¢cdo da concentracdo de metabdlitos do 6xido
nitrico (NOx) no LBA;

Inibi¢ao da expressao da iNOS e p-IkB no pulmio;

Inibi¢do da liga¢ao da subunidade p65 do NF-kB no gene da iNOS;
Diminui¢do no nimero de eosinéfilos na medula éssea e normalizacdo do
recrutamento dos mesmos para luz das vias aéreas;

Aumento na adesdo a ICAM-1 e VCAM-1, bem como na expressdo de
VLA-4 e Mac-1 na superficie das células da medula dssea.

No conjunto, apds a ativacio da AMPK através do tratamento com
metformina, camundongos obesos deixam de ser resistentes a acdo da
insulina, passando a apresentar diminuicdo da exacerbacdo da resposta
inflamatoria pulmonar. Dessa forma, ao corrigir a resisténcia a insulina
sistémica, camundongos sensibilizados obesos aceleram o processo de

resolucdo da inflamag¢do da inflamacao pulmonar alérgica.
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