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RESUMO

Disturbios inflamatorios alérgicos como a asma tipo 2 (TH2 "), podem ser tratados em
sua fase tardia com corticosteroides, que acabam por promover uma melhora do
quadro inflamatdrio crénico que se instala nas vias aéreas. A ouabaina, um esteroide
cardiotdnico com propriedades imunomoduladoras, é capaz de regular a liberacao de
histamina pelos mastécitos em processos alérgicos simples, e de atenuar a
inflamacé&o alérgica das vias aéreas induzida por ovalbumina (OVA). Estes achados
reforcam o papel fisiolégico desempenhado pela ouabaina durante respostas
inflamatorias alérgicas, evidenciando indicios do potencial modulador fisiolégico e
farmacoldgico dessa substancia em processos asmaticos. Diante disso, 0 objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com a ouabaina sob os parametros
celulares, endoteliais e histoldgicos caracteristicos do modelo de asma Tu2 ". Para
isso utilizamos um modelo experimental de asma induzida por OVA com duracédo de
12 semanas. Camundongos Balb/c fémeas foram sensibilizados com OVA nos dias 0
e 14 e desafiados com OVA por aerossol entre os dias 21 e 84, durante trés dias
consecutivos por semana. O tratamento com a ouabaina e a droga padréo budesonida
ocorreu uma hora antes de cada desafio e no 85° dia do protocolo, foi realizada a
coleta do material biolégico. Os animais com asma tratados com ouabaina
apresentaram reducéo (p<0,05) da migracao de células totais e individualmente de
eosindfilos, macréfagos e linfocitos no lavado do fluido broncoalveolar (BALF); dos
niveis séricos de IgE total e OVA-especifica; dos niveis de citocinas, no BALF (IL-33,
TSLP, IL-4, IL-1B, TGF-B e TNF-a); da inflamacé&o e da hiperproducdo de muco nos
pulmdes; da hiper-reatividade brénquica e do remodelamento tecidual pulmonar.
Adicionalmente, o tratamento com ouabaina reduziu a frequéncia de ativacao da p-
p38 MAPK em linfécitos no BALF. Assim, os resultados obtidos nesse estudo,
sugerem que a ouabaina como um esteroide cardiotdnico imunomodulador, é capaz
de reduzir as principais caracteristicas que determinam o endotipo asmatico alérgico,

conhecido como asma TH2 N,
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ABSTRACT

Allergic inflammatory disorders such as TH2 "asthma can be treated in their late phase
with corticosteroids, which end up promoting an improvement in the chronic inflammatory
condition that settles in the airways. Ouabain, a cardiotonic steroid with
immunomodulatory properties, is able to regulate histamine release by mast cells in
simple allergic processes, and to attenuate ovalbumin-induced allergic airway
inflammation (OVA). These findings reinforce the physiological role played by ouabain
during allergic inflammatory responses, showing evidence of the physiological and
pharmacological modulating potential of this substance in asthmatic processes.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of treatment with ouabain
on cellular, endothelial and histological parameters characteristic of the TH2 " asthma
model. For this, we used an experimental model of OVA-induced asthma with a duration
of 12 weeks. Female Balb/c mice were primed with OVA on days 0 and 14 and from days
21 to 84 for three consecutive days per week were challenged with aerosolized OVA.
Treatment with ouabain and the standard drug budesonide occurred one hour before
each challenge and on the 85th day of the protocol, biological material was collected. The
animals with asthma treated with ouabain showed a reduction (p<0.05) in the migration
of total cells and individually of eosinophils, macrophages and lymphocytes in the
bronchoalveolar fluid lavage (BALF); serum levels of total and OVA-specific IgE; cytokine
levels in BALF (IL-33, TSLP, IL-4, IL-1B, TGF-B and TNF-a); inflammation and
overproduction of mucus in the lungs; of bronchial hyperreactivity and lung tissue
remodeling. Additionally, treatment with ouabain reduced the frequency of p-p38 MAPK
activation in lymphocytes in BALF. Thus, the results obtained in this study suggest that
ouabain as an immunomodulatory cardiotonic steroid is able to reduce the main

characteristics that determine the allergic asthmatic endotype, known as TH2 " asthma.

Keywords: Ouabain; Asthma; Immunomodulation; Allergy.
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

A asma €& um processo inflamatorio crénico definido como uma doenca
heterogénea, que pode se desenvolver a partir de diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos. A inflamacdo pulmonar, associada a uma hiper-reatividade das vias
aéreas a estimulos diretos e indiretos de substancias geralmente inGcuas, representa

uma caracteristica marcante desse processo (GINA, 2021; HOLGATE et al., 2015).

Devido a sua heterogeneidade, apresenta uma etiologia de sintomas
respiratorios relativamente complexos, dentre eles, sibilancia, falta de ar, tosse e
sensacao de aperto no peito com limitacdo variavel do fluxo de ar expirado. Esses
sintomas podem variar ao longo do tempo e de intensidade podendo piorar e levar a
insuficiéncia respiratéria (BOULET, 2018; LAMBRECHT; HAMMAD; FAHY, 2019;
VAN HELDEN; LAMBRECHT, 2013).

Os estudos com asma em humanos ndo conseguem se enquadrar em todos 0s
requisitos dos comités de ética. Portanto, modelos animais sdo necessarios para
melhor compreender os mecanismos fisiopatoldgicos para avaliar a seguranca e a
eficAcia de novas terapias na asma, antes de se iniciar 0s ensaios clinicos em
humanos (KUMAR et al., 2008). Diferentes fenotipos patoldgicos ja foram descritos na
asma, mas ainda ndo existe uma maneira padrdo de distingui-los. Eles diferem em
relacao aos parametros clinicos, critérios fisiolégicos e gatilhos ambientais, bem como
caracteristicas celulares para identificar endotipos distintos da doenca (HESSELMAR
et al.,, 2012; WENZEL, 2006). Os modelos animais sdo limitados por ndo serem
capazes de mimetizar todas as caracteristicas e feno6tipos da asma humana, mas ao
longo dos anos, eles provaram seu valor em ampliar o conhecimento de muitas
caracteristicas inflamatorias, estruturais e fisiologicas da asma, como o fendtipo tipo
2 (T2 High) (CHAPMAN et al., 2014; SAGAR; AKBARSHAHI; ULLER, 2015).

DistUrbios inflamatérios alérgicos como a asma tipo 2, podem ser tratados em
sua fase tardia com corticosteroides, que acabam por promover uma melhora do
quadro inflamatdério crénico que se instala nas vias aéreas (DERENDORF; MELTZER,
2008; DERENDORF et al.,, 2014). A ouabaina, um esteroide cardiotdnico com
propriedades imunomoduladoras (SZAMEL et al, 1981; RODRIGUES-
MASCARENHAS et al., 2008; LEITE et al., 2015; GALVAO et al., 2017;
CAVALCANTE-SILVA et al., 2017; CAVALCANTE-SILVA et al., 2021), é capaz de
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regular a liberacdo de histamina pelos mastocitos em processos alérgicos simples
(LAGO et al., 2001; SENOL et al., 2007), e de atenuar a inflamacé&o alérgica das vias
aéreas induzida por ovalbumina (OVA), diminuindo a migrag&o de células para o fluido
do lavado broncoalveolar (BALF) e citocinas pro-inflamatoérias (GALVAO et al., 2017).
Estes achados reforcam o papel fisiolégico desempenhado pela ouabaina
durante respostas inflamatdrias alérgicas, evidenciando indicios do potencial
modulador fisiolégico e farmacologico dessa substancia em processos asmaticos.
Logo, mais estudos sdo necesséarios para elucidar os efeitos desse esteroide na

inflamac&o pulmonar alérgica, agora caracterizada endotipicamente como asma tipo 2.

1.1. Perfil epidemiolégico da asma

A asma acomete mais de 300 milh6es de pessoas em todo o mundo e esta
presente em todos os paises, mas independente do seu grau de desenvolvimento, é
considerada uma das principais enfermidades ndo transmissiveis e esta entre as mais
prevalentes ao redor do globo. Segundo dados da OMS (2019), a asma é a doenca
cronica mais frequente em criancas e apresenta uma mortalidade preocupante, sendo
esta doenca responsavel por 1 em cada 250 mortes no mundo. Em termos mundiais,
0S custos com a asma superam os da tuberculose e HIV/AIDS somados (WHO, 2021).
O Brasil € 0 8° pais em prevaléncia desta doenca. Em 2015, foram notificadas 383.000
mortes por asma. No Brasil, € a quarta causa de hospitaliza¢des pelo Sistema Unico
de Saude e trés pessoas morrem por dia no pais em decorréncia de crises asmaticas
(WHO, 2021). Estima-se que 19% dos adolescentes e 24% das criancas brasileiras
séo asmaticas (ASBAI, 2018).

O termo “asma” identifica um espectro de sintomas relacionados com problemas
respiratorios, classicamente relacionados a uma limitacdo reversivel do fluxo aéreo
(WENZEL, 2012). Este termo é tradicionalmente utilizado para descrever o inicio da
doenca, o associando com respostas alérgicas e atopicas (GAUTHIER; RAY;
WENZEL, 2015). De acordo com a American Thoracic Society (ATS), pacientes com
asma sao definidos como aqueles que necessitam de tratamento com doses elevadas
de corticosterdides (ex.: budesonida), sejam eles inalados ou sistémicos, em
combinacdo com uma segunda medicacdo a longo prazo (ex.: montelucaste). Esta
definicdo inclui tanto pacientes que mantém a doenca sobre controle, quanto aqueles
desregulados (DERENDORF; MELTZER, 2008).



Estudos tém observado prevaléncia menor em paises asiaticos, sul-
americanos e africanos em comparacao aos paises mais desenvolvidos, o que pode
estar relacionado a fatores ambientais e de estilo de vida (MASOLI et al., 2004). A
asma esta associada a uma alta carga de doenca e € responsavel por uma utilizagéo
desproporcionalmente alta de cuidados de saude em casos graves nao controlados
(TAY etal., 2017). Um estudo conduzido por Grant e colaboradores (2000), descreveu
que o nivel socioeconémico ruim (incluindo baixa renda e baixo nivel de escolaridade)
também pode se correlacionar com a maior mortalidade relacionada a doenca. Logo,
os disturbios asmaticos tem sido diretamente associados ao comprometimento da
qualidade de vida, resultando em aumento de faltas ao trabalho e a escola,
incapacidade de realizar tarefas domésticas e restricdo de atividades sociais (SONG
et al., 2014).

1.2. Caracteristicas fenotipicas da asma

Um fendtipo é definido como o conjunto de caracteristicas visiveis de um
individuo resultante da interacdo de seu gendtipo com o meio ambiente. Os fenétipos
da asma caem em varias categorias, como caracteristicas trataveis ou intrataveis,
parametros mensuraveis, preditores de risco ou da melhora dos pacientes. Esses
fenétipos sdo usados para a atual gestédo clinica estratificada da doenca. Contudo,
fendtipos ndo necessariamente se relacionam ou fornecem insights sobre os
mecanismos fisiopatologicos subjacentes que sdo descritos como os endotipos da
asma (AGACHE; AKDIS, 2016; WENZEL, 2006).

A fenotipagem da asma é necesséria para uma abordagem mais precisa dos
pacientes e uma melhor compreensdo da diversidade dos fenbmenos asmaticos. A
heterogeneidade da asma pode ser vista nas suas diversas apresentagdes clinicas,
diferentes respostas ao tratamento, diferentes caracteristicas fisiopatologicas, bem
como achados que tentam entender 0os varios mecanismos patogénicos, que levam
aos seus multiplos fenétipos (AGACHE; AKDIS; VIRCHOW et al., 2012). Fendtipos de
asma compreendem grupos de pacientes caracterizados por caracteristicas clinicas
ou biolégicas semelhantes. O inicio precoce da asma € tipicamente associado aos
fendtipos alérgicos e ainda é o perfil mais extensivamente investigado (FAJT;
WENZEL, 2015).

Estes fendtipos de asma podem ser divididos em dois tipos principais,
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considerando a existéncia da inflamacéo eosinofilica e da sensibilizacéo alérgica, ou a
total independéncia da participacdo da imunoglobulina E (IgE) (MIRANDA et al., 2004;
NAIR, 2013). Por mais que ndo tenhamos um consenso sobre as caracteristicas
fenotipicas gerais da asma, a mais aceita, atualmente, baseia-se na fase da vida
(infancia ou fase adulta) em que o0s sintomas se apresentarem e na posterior
caracterizacdo dos seus respectivos endotipos. Assim, na asma tipo T2 (TH2 M), os
subfendtipos de inicio precoce sao costumeiramente direcionados para a asma
alérgica, enquanto na asma néo tipo T2 (T2 '°) destacam-se subfendtipos como, a
asma neutrofilica e asma associada a obesidade (Figura 1) (FAHY, 2015; GINA, 2019;
HOLGATE et al., 2015; WENZEL, 2012).

Figura 1. Fenétipos e endotipos da asma.

Fenotipos e endotipos da asma: As caracteristicas fenotipicas do processo asmatico,
costumeiramente podem ser sumarizadas com a asma Tipo T2 (Alérgica) e NaoTipo T2 (Associada a
obesidade e/ou neutrofilica). Junto aos fenétipos, temos também os endotipos da asma: Th2 e Tn2 .
Essa subdiviséo sintetiza a expressao de substancias e a presenca de células imunoldgicas dentro do
espectro Tu2 M (citocinas TH2 como a IL-4, eosindfilos, IgE, periostina) e Th2 '° (Aumento de neutréfilos
e linfécitos TH17). Fonte: Galvdo, 2022.
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1.3. Fisiopatologia da asma

O endotipo da asma alérgica eosinofilica é caracterizado por apresentar uma
resposta predominante Th2 M. Logo, a sua fisiopatologia associa-se diretamente a
mecanismos moleculares e celulares da inflamacgéo das vias aéreas, semelhantes aos
que dao inicio a grande parte dos distarbios inflamatérios alérgicos. No entanto,
diferente dos processos alérgicos mais brandos, a manutencédo do evento inflamatério
Tu2 durante a asma, desencadeia uma inflamacéo crbnica e a perda da funcéo
tecidual das vias aéreas inferiores. Sabe-se assim, que a asma alérgica é amplamente
dependente da sensibilizacao pela IgE (MIRANDA et al., 2004). O primeiro contato do
organismo com o alérgeno inalado — proteinas de acaros presentes na poeira
domeéstica, ou no pelo de animais e no pdlen de flores — ocorre com o auxilio do
complexo principal de histocompatibilidade de classe 1l (MHC-II) e de moléculas co-
estimulatérias presente nas células dendriticas (CDs) (LLOYD et al., 2010).

Essa entrada desencadeia a ativacdo das células do epitélio respiratério,
promovendo a liberagéo de citocinas locais que recebem o nome de alarminas. Dentre
elas temos a IL-33 e a Linfopoetina do Estroma Timico (TSLP) (EIFAN et al., 2012;
HAENUKI et al., 2012). As alarminas atuam em células intraepiteliais ou subepiteliais
do tecido respiratdrio, como as células linfoides inatas do grupo 2 (ILC2). A ativagéo
das ILC2, produz citocinas classicas da resposta tipo 2 como a IL-13 e a IL-5 (LICONA-
LIMON et al., 2013; NASR et al., 2017). As alarminas também atuam nas células
apresentadoras de antigenos (APCs), destacando-se as proprias células dendriticas,
que sao essenciais para o processo de polarizagao do perfil TH2 (LAMBRECHT;
HAMMAD; FAHY, 2019; MELUM et al., 2014; SALVATI et al., 2021).

As CDs capturam o alérgeno e, ativadas pelas alarminas, dirigem-se para os
linfonodos de drenagem, onde apresentam os peptideos alergénicos via MHC-II, para
os linfocitos TCD4* naive ou virgens. Na presenca de IL-4, temos o inicio da
polarizacdo ThH2 M. Os linfécitos TCD4* naive (THO) comecam a polarizar para a
subpopulacdo Th2, com ativacdo dos fatores de transcricdo GATA-3 (fator de
transcricdo de acado trans especificos de células T do tipo 3) e STAT6 (transdutor de
sinal e ativador de transcricdo 6) (HOLGATE et al., 2015). Os linfocitos TH2 passam a
produzir as citocinas classicas (IL-4, IL-13 e IL-5), com o auxilio da ativacdo de MAPKs
(proteinas quinases ativadas por mitdgenos) como a p38 e a ERK1/2 e de fatores
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transcricionais como o NF-kB que estao diretamente associados ao GATA-3 (GHOSH,;
MAY; KOPP, 1998; KHORASANIZADEH et al., 2017; SCHULIGA; MICHAEL, 2015;
TULLY et al., 2013).

Durante o inicio dos eventos asmaticos, IL-4 ndo é apenas produzida a partir da
diferenciacéo de células TH2, mas também por linfocitos NKT, basofilos, mastocitos e
eosinofilos (VAN PANHUYS et al., 2011). A sua producéo regula um sinal que ativa a
transcricdo de IL4, gracas a fatores de transcricdo TH2 como 0 GATA-3 e o STATSG.
Assim, a longa jornada de polarizacdo, termina com a manutencéo da identidade das
células do endotipo TH2 " que foram diferenciadas no processo de manutencdo com
a ajuda do GATA-3 (ZHU et al., 2002).

A IL-4 e IL-13 compartilham receptores celulares e ativam os linfécitos B, que se
diferenciam em plasmdécitos produtores de anticorpos como as imunoglobulinas E
(IgE)-alérgeno especifica. Assim, a IgE—alérgeno especifica se liga aos receptores de
alta afinidade | (FceRI) presentes na membrana de mastocitos teciduais e basodfilos e
eosindfilos circulantes, finalizando o processo que € denominado de sensibilizacdo
alérgica (GOULD; SUTTON, 2008; LAMBRECHT; HAMMAD, 2015; WYNN, 2015).

Apds um segundo contato, o alérgeno se ligara diretamente ao complexo IgE—
FceRIl, ancorado na membrana de mastécitos teciduais e basofilos. Via ligacao
cruzada esse contato provoca a ativagao celular com liberagéo dos granulos contendo
mediadores pro-inflamatorios, como a histamina, as prostaglandinas e os leucotrienos
(BOULET, 2018). Os mastdcitos residem proximo a superficie da mucosa e de vasos
sanguineos (GURISH; AUSTEN, 2012), ja os basdfilos se apresentam na corrente
sanguinea, o que ajuda na amplificacdo dos sinais inflamatorios liberados durante o
segundo contato (YOSHIMOTO et al., 2009).

Uma rede complexa de células, citocinas e quimiocinas se mobilizam para
sustentar os eventos tardios do endotipo TH2 ". Por exemplo, a IL-4 apresenta um
papel essencial na polarizacdo do perfil TH2, atuando como marcador positivo na
manutencgao da resposta tipo 2 (GOUR; WILLS-KARP, 2015; WYNN, 2015), enquanto
a sinalizagdo de IL-1 estd diretamente envolvida em varios aspectos do
remodelamento das vias aéreas. Isso inclui ativacdo do musculo liso e hiper-
reatividade das vias areas (AHR) na asma, bem como hipersecrecéo crénica de muco
e producédo anormal de proteinas da matriz extracelular (MEC). IL-1a e B também séo

conhecidas por contribuir para a inflamacdo TH2 na asma através da ativacao e
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recrutamento de eosinofilos, mastocitos, CDs e outras ceélulas inflamatorias. As
concentracfes de IL-1 B costumeiramente estdo aumentadas na expectoracdo e no
fluido do lavado broncoalveolar (BALF) de pacientes com asma sintomaticos em
comparagdo com asmaticos assintométicos (BROIDE et al, 1992; THOMAS;
CHHABRA, 2003).

Adicionalmente, o compartilhamento de receptores celulares indica que a IL-4 e
IL-13, possuem papel fundamental na amplificacdo do processo inflamatério tecidual
na asma, ativando os macrofagos tipo 2 (M2) no epitélio respiratério. Os M2 produzem
o TGF-B (fator de transformagdo do crescimento [), citocina proé-inflamatéria
responsavel por estimular a producéo de fibras coldgenas pelos fibroblastos. Essas
fibras se depositam nas vias areas, produzindo uma fibrose tecidual e estimulando o
remodelamento tecidual com espessamento cada vez mais acentuado da MEC
(BAGNASCO et al., 2016; GOUR; WILLS-KARP, 2015; HOLGATE et al., 2015).

Além do TGF-B, a propria IL-4 também ativa diretamente os fibroblastos o que
reforca a hiperproducé@o de coldgeno nas vias areas. Nas células musculares lisas,
essas citocinas participam ativamente no processo de hipertrofia e/ou hiperplasia
muscular, levando a um quadro de AHR ou hiper-reatividade brénquica (BHR)
(BOULET, 2018; GOUR; WILLS-KARP, 2015). Ja a IL-13, outra citocina do perfil TH2
hi promove uma hipersecrecdo de mucinas, consequéncia de uma hiperplasia das
células caliciformes nas vias areas (BARLOW et al., 2012; GOUR; WILLS-KARP,
2015).

O TGF-B derivado de eosindfilos ativa a liberacao de fibroblastos e proteinas da
matriz, provocando o espessamento da membrana basal reticular e associando a
inflamacéo eosinofilica na asma (BRIGHTLING et al., 2003; ELTBOLI et al., 2015;
SIDDIQUI et al., 2008). Os eosindfilos ainda, apresentam a capacidade de apresentar
os alérgenos aos linfécitos T (BARNES, 2008; VAN RIJT et al., 2003) e os que se
infiltram nas mucosas das vias aéreas tém a capacidade de fixar IgEs nas suas
membranas e respondem ao contato com o alérgeno liberando mediadores
inflamatoérios que atuam na manutencdo da resposta imune tipo 2 (BOULET, 2018;
FAJT; WENZEL, 2015).

Finalizando a instalacdo da inflamac&o cronica o TNF-a possui importantes
efeitos biologicos na inflamacéo e remodelacdo das vias aéreas e pode promover
lesdo do epitélio das vias aéreas e hiperresponsividade das vias aéreas (KIM et al.,
2008; BROEKMAN et al., 2016). Além disso, o TNF-a em sua forma soluvel pode
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estimular a inducdo de citocinas inflamatorias,
(BRIGHTLING; BERRY; AMRANI,

incluindo

IL-1B, IL-6 e IL-8

2008). Portanto, o TNF-a acaba sendo um

mediador critico para a avaliacdo inflamacao das vias aéreas. Por exemplo, em

quadros de crise aguda, o TNF-a promove principalmente a inflamagéao e diminui a

funcao ventilatoria pulmonar (Figura 2) (LEE et al., 2016).

Fisiopatologia da Asma

Alérgenos

Figura 2. Fisiopatologia da asma.
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Fisiopatologia da asma: Durante o primeiro contato com o alérgeno, APC’s como as células dendriticas

levam a substancia para as vias aéreas inferiores. A entrada e ruptura epitelial, libera diversas citocinas pré-

inflamatérias como a IL-33 e o TSLP. A apresentacdo antigénica para os linfécitos naive (THO) se d& nos

linfonodos de drenagem abaixo do epitélio. Nela, temos o inicio da polarizacdo TH2, com o estimulo da

producéo de IL-4, eosinopoiese, troca de isotipo para IgE pelos linfécitos B e a sensibilizacao de baséfilos e

mastécitos. Durante o segundo contato, a degranulagdo das células sensibilizadas, liberara citocinas pro-

inflamatdrias que sustentardo todo o processo asmatico e sua cronicidade. Dentre os eventos envolvidos

temos, o remodelamento tecidual pelos fibroblastos. Bas (Basdfilo), IgE (Imunoglobulina E), ILC2 (células
linfoides inatas do grupo 2), IL-4 (Interleucina 4), IL-33 (Interleucina 33), LB (Linfdcito B), MasT (Mastdcito),
TH2 (Linfocito TH2), TSLP (Linfopoetina do Estroma Timico). Fonte: Galvéo, 2022.



1.4. A ouabaina como uma substancia imunomoduladora

Esteroides cardiotbnicos, como a ouabaina e a digoxina, séo ligantes naturais
da Na+/K+-ATPase que através de uma acdo dose-dependente, modulam eventos
moleculares responséaveis pelo controle dos niveis de sodio (homeostase do sédio) e
a liberacdo de mediadores inflamatérios (XIE; ASKARI, 2002). A ouabaina é um
esteroide cardioténico (Figura 3) identificado por Hamlyn e colaboradores (1991) no
plasma de mamiferos. Estudos posteriores mostraram que a ouabaina pode ser
produzida pela glandula adrenal, hipotalamo e pela hipofise, sendo considerada um
hormonio (FERRANDI et al., 1997; PAMNANI et al., 1981). Em relacao a adrenal, a
sintese de ouabaina parece ocorrer na zona glomerulosa do cortex (LAREDO;
HAMILTON; HAMLYN, 1995), sendo sua liberacdo estimulada pela angiotensina Il
(ANG IlI) ou pelo horménio adrenocorticotrofico (ACTH) (LAREDO; HAMILTON;
HAMLYN, 1994).

Figura 3. Estrutura quimica da ouabaina.

OH

Fonte: PIVOVAROV; CALAHORRO; WALKER, 2018.

Altos niveis circulantes de ouabaina também foram encontrados em pacientes com
disfuncdes cardiovasculares, como hipertensdo, assim como em modelos
experimentais de hipertensdo em ratos (HUANG; LEENEN, 1996; SCHONER, 2000).
Além disso, ja foi demonstrado que a ouabaina participa da resposta do organismo ao
estresse agudo (GOTO et al., 1995).
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A Na*/K*-ATPase € o unico receptor estabelecido para os esteroides cardiotdénicos
como a ouabaina, que interage com aminoacidos localizados nas alcas extracelulares
da subunidade a da enzima (DVELA et al., 2007). As acbes moduladoras deste receptor
recaem tanto sobre o equilibrio idnico celular, alterando diferentes func¢des celulares,
como na migracao celular (WARD; BECKER, 1970), mas também como um importante
transdutor de sinal (FAN; XIE; TIAN, 2017; LI; XIE, 2009). Estudos demonstraram que
baixas concentrac¢des circulantes de ouabaina, insuficientes para inibir o transporte de
sbdio e potassio, e consequentemente alterar o potencial de membrana plasmética,
foram capazes de promover alteracdes conformacionais na estrutura da Na*/K*-
ATPase. Este processo, por sua vez, favoreceu a dissociacdo da bomba de sédio e
potassio com a proteina cinase Src e, desta forma, resultou na modulacdo de vias de
sinalizacao que regulam processos como crescimento, proliferacao celular (BARWE et
al., 2005); apoptose (WANG et al., 2003).

Diferentes estudos evidenciaram o papel imunomodulador da ouabaina tanto em
células da imunidade inata como da imunidade adaptativa (RODRIGUES-
MASCARENHAS et al., 2009; CAVALCANTE-SILVA et al.,, 2017). As pesquisas no
inicio dos anos 60 demonstraram que a ouabaina inibe a proliferacdo de linfécitos
induzida por mitégenos (fito-hemaglutinina - PHA). Posteriormente, observou-se que
este efeito se repetia utilizando outros estimulos, como éster de forbol (BRODIE et al.,
1995; OLEJ et al., 1994) anti-CD3 (SZAMEL et al., 1995), ion6foro de calcio (JENSEN,
WINGER; NOWELL, 1977) e interleuncina 2 (IL-2) (REDONDO; RIVAS; FRESNO,
1986).

No entanto, apesar do efeito inibitério sobre a proliferacéo linfocitaria, as células
estimuladas com PHA e tratadas com ouabaina apresentavam CD69, uma molécula
expressa precocemente e relacionada ao processo de ativagao celular (AUSSEL et al.,
1996; PIRES et al., 1997), indicando que elas eram responsivas aos estimulos, porém
nao conseguiam prosseguir no ciclo celular. Esse efeito ocorria, em parte, pela inibicdo
da expressao de CD25 e/ou liberacdo de IL-2 (OLEJ et al., 1994; SZAMEL et al., 1995).
A reducdo da IL-2 induzida por ouabaina também diminui o numero de linfocitos T
reguladores em camundongos (SILVA et al., 2019). A ouabaina também interfere na
maturagcdo de células dendriticas (NASCIMENTO et al., 2014), células fundamentais
para resposta de linfécitos T.

Apesar do seu efeito anti-proliferativo, foi demonstrado que a ouabaina né&o
interfere no efeito citotdxico de células NK (natural killer) (MORAES et al., 1989) e

células LAK (lymphokine-activated killer) (OLEJ et al., 1994). Além disso, evidenciou-
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se também que a ouabaina modula negativamente a maturacéo (DE PAIVA et al., 2011)
e a dindmica (SILVA et al., 2016) dos linfécitos B.

A ouabaina estimula o aumento da expressdo da molécula CD69 em timdcitos
(RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2003). Além disto, estas células expostas a
ouabaina e ao mitdgeno ConA mostram diminui¢cdo dos niveis de NFATc, fator nuclear
das células T ativadas, e da fosforilacdo da proteina cinase ativada por mitdégeno
(MAPK) p38 (RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2008). Ademais, estudos apontam
que a ouabaina atua sinergicamente com glicocorticoides para induzir atrofia timica
(RODRIGUES-MASCARENHAS; SANTOS; RUMJANEK, 2006).

Em mondcitos humanos a ouabaina regula negativamente a expressao de mCD14,
uma molécula de superficie envolvida na resposta contra bactérias Gram-negativas,
por meio da ativacao do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGRF) e da
MAPK p38 (VALENTE et al., 2009). Além disto, mondcitos tratados com ouabaina
apresentam niveis elevados de CD69, HLA DR, CD86 e CD80, marcadores de ativacao
celular, além de aumentar a capacidade fagocitica dessas células (TEIXEIRA;
RUMJANEK, 2014).

O efeito da ouabaina sobre a producdo de citocinas depende do estado de
ativacdo celular. Na auséncia de estimulos, a ouabaina pode induzir a producédo das
citocinas pro-infamatérias IL-18 € TNF-a e diminuir a producéo de IL-6 em mondcitos
(FOEY; CRAWFORD; HALL, 1997). No entanto, quando estes sdo estimulados com
lipopolissacarideo (LPS), o tratamento com ouabaina reduz os niveis dessas trés
citocinas (MATSUMORI et al., 1997).

Nosso grupo vem demonstrando que ouabaina e outros esteroides
cardiotonicos (ex.. marinobufagina) (CARVALHO et al., 2019), em baixas doses
apresentam efeito anti-inflamatério em diversos modelos, com reducéo da migracéo de
células para o sitio inflamado, modulacdo de fatores de transcricdo e sintese de
citocinas (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017). VASCONCELOS e colaboradores (2011)
demonstraram que o0 edema de pata induzido por zimosan, carragenina, PGEg,
bradicinina e pelo composto 48/80 (desgranulador de mastoécitos) € reduzido pelo
tratamento intraperitoneal (0,56 mg/kg) com a ouabaina. Este efeito pode estar
relacionado, em parte, com a reducdo da permeabilidade vascular induzida por esse
horménio (LEITE et al., 2015). Além disso, ja foi demonstrada a capacidade deste
esteroide em modular a nocicep¢do em modelos de dor inflamatéria (VASCONCELOS
etal., 2011).

Utilizando diferentes estimulos nosso grupo demonstrou que a ouabaina reduz a
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migracdo de neutrdfilos induzida por zimosan (LEITE et al., 2015), L. amazonensis
(JACOB et al., 2013), inflamac&o pulmonar alérgica (GALVAO et al., 2017) e LPS
(SILVA, 2016). Outros grupos também demonstraram o efeito inibitério da ouabaina
sobre a migracdo de neutréfilos in vivo e in vitro (WARD; BECKER, 1970; RAY;
SAMANTA, 1997). No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais a
ouabaina atua para reduzir a migracao neutrofilica. Recentemente, demonstramos que
a ouabaina reduz a expressao de CD18 ($2-integrina) em neutrofilos, sem interferir na
expressdo de CXCR2 e na viabilidade dessas células (Figura 4) (CAVALCANTE-SILVA
et al., 2019).

Figura 4. Imunomodulac&o pela ouabaina.
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Imunomodulagcdo pela ouabaina: Alguns eventos celulares e moleculares modulados pela ouabaina em

processos inflamatorios. Os efeitos duais da ouabaina (pré e anti-inflamatério) dependem de algumas condi¢ées,

como concentragdo da substancia, tipo de célula, modelo experimental e até mesmo estado funcional. Este

horménio esteroide pode modular algumas vias de sinalizagdo celular devido a ligagdo com a Na+/K+-ATPase, 0

que nao significa necessariamente a inibicdo da bomba. (+) ativacdo; (-) inibicdo; 1 aumento; | diminui¢ao; cell

migration (migracao celular); expression (expressao); release (liberacdo). Fonte: Adaptado de CAVALCANTE-

SILVA et al., 2017.

Foi demonstrado ainda que a ouabaina reduz a resposta inflamatéria

desencadeada pela infec¢cdo causada por Leishmania amazonensis em camundongos
(JACOB et al., 2013), reduzindo os niveis de interferon y (IFN- y). Adicionalmente, foi
demonstrado que ouabaina reduz os niveis de TNF-a e IL-18 em modelo de inflamagéao
peritoneal induzida por zymosan. Esse efeito esta associado a reducéo da translocacéao
do fator nuclear kB (NF-kB) para o nucleo (LEITE et al., 2015).



Recentemente, nosso grupo demonstrou que a ouabaina atenua a inflamacéo
alérgica das vias aéreas induzida por ovalbumina (OVA) (GALVAO et al., 2017). Nesse
contexto, o potencial imunomodulador da ouabaina justifica a investigacao de sua agéo
anti-inflamatéria num modelo crénico e persistente, com presenca de remodelamento

tecidual e que mimetize o endotipo TH2", presente na asma.
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2. OBJETIVOS

2.1

Geral

Avaliar o efeito do tratamento com a ouabaina sob os parametros celulares,

endoteliais e histoldgicos caracteristicos do modelo de asma Tn2 M.

2.2.

Especificos

Avaliar o efeito da ouabaina na migracéo de células totais e diferenciais para o
fluido do lavado broncoalveolar (BALF) no modelo de asma;

Estudar a acdo da ouabaina sobre a producdo de imunoglobulina E total e

imunoglobulina E-ovalbumina especifica;

Elucidar a acdo da ouabaina sob a producdo das citocinas caracteristicas do
processo asmatico do tipo T2 como IL-33, TSLP, IL-4, IL-13, TGF-B e TNF-q;

Mensurar as alteracdes histopatoldgicas: infiltrado celular, producéo de muco
e o remodelamento tecidual;

Determinar se os possiveis efeitos imunomodulatérios da ouabaina estédo
associados a mecanismos de transducdes de sinal intracelular envolvendo a
MAPK p38.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Para a realizacdo desse trabalho foram utilizados camundongos da linhagem
BALB/c fémeas com idade de sete semanas, pesando de 18 a 22g e. Os animais
foram mantidos a uma temperatura de 25 = 2 °C, em ciclos de claro e escuro de 12
horas com livre acesso a 4gua e a uma dieta controlada, sendo provenientes do
biotério Prof. Dr. Thomas George do IPeFarM/UFPB e seu uso aprovado pela
Comisséo de Etica e Uso Animal (CEUA) sob a certiddo de nimero 100/2016 (ANEXO
1).

3.2. Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n=7): o grupo
Salina representando os animais saudaveis e ndo sensibilizados com ovalbumina
(OVA); o grupo OVA representando os animais sensibilizados e desafiados com OVA,
o grupo budesonida (BUD) de animais sensibilizados com OVA e tratados com a droga
padrao budesonida (350 pg/kg) e o grupo ouabaina (OUA) de animais sensibilizados

com OVA e tratados com a substancia teste ouabaina (0,56 mg/kg).

3.3. Protocolo experimental de asma (Consertar As informacdes de

tratamento)

Camundongos BALB/c fémeas dos grupos OVA, BUD e OUA foram
sensibilizados com 10uL/g de uma suspensao contendo 50 ug/mL de OVA grade V e
10 mg/mL de hidroxido de aluminio em solucéo salina por via intraperitoneal (i.p.) nos
dias 0 e 14 do protocolo. A partir do dia 21 os animais foram desfiados com aerossol
de OVA grade Il a 1% em solucéo salina durante 30 minutos, trés vezes por semana
ao longo de nove semanas. Para garantir o agravamento do processo asmatico no 9°,
18° e 24° dia, os camundongos foram desafiados durante 30 minutos com aerossol de
OVA grade Il a 10% em solucéo salina (GUO et al, 2013). Ap0s 24 horas do ultimo
desafio com OVA (dia 85) os animais foram eutanasiados por overdose de anestésicos
(xilazina 20 a 30 mg/kg + quetamina 200 a 300 mg/kg) e as coletas do fluido do lavado

broncoalveolar (BALF), do sangue e dos pulmdes foram realizadas (XIE et al., 2014)
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(Figura 5).

Figura 5. Esquema representativo do modelo experimental de asma. (adicionar a oua 1 hora antes de

cada desafio)
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3.4. Quantificacdo da celularidade

A celularidade foi quantificada no fluido do lavado broncoalveolar (BALF) que
foram coletados no 85° dia do protocolo experimental, 24 horas apds o ultimo desafio.
O BALF foi coletado com 1,5 mL de PBS+/- gelado, injetado no pulméo do animal pela
traqueia o fluido foi transferido para tubos tipo eppendorf e armazenado em isopor
refrigerado. A contagem do nimero total de células no BALF foi realizada em camara
hemocitométrica (Neubauer). O BALF foi diluido (1:4) em solucéo de Turk (VETEC,
Rio de Janeiro, RJ). Para tal, em 10uL do BALF foi adicionado 30 uL de Turk; a
contagem das células totais foi realizada no microscépio 6ptico (40 X - BX40,
OLYMPUS).

Apds a contagem das células totais, os tubos foram centrifugados
(centrifuga CR422, JONAM) a 300 g, em uma temperatura de 4 °C, por seis minutos.
Os sobrenadantes foram separados e congelados no freezer a uma temperatura de -
20°C para posterior dosagem de citocinas. Para contagem diferencial, o pellet foi
ressuspenso em 300uL de PBS+/- gelado. Logo apos isso, foram retirados 200 uL do
BALF para ser centrifugado em laminas de citospin (FANEN, Séo Paulo, SP, Brasil
Mod 2400). As laminas obtidas foram fixadas e coradas pelo método pandtico (Kit

Panotico, Renylab). A contagem diferencial de células foi realizada por microscopia
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optica. Cada lamina foi analisada até a contagem de 100 células, utilizando para isso
a objetiva de imersdo (100X), os leucécitos contados foram divididos em quatro

classes: macréfagos; linfocitos; neutréfilos e eosindfilos.

3.5. Avaliacdo dos parametros histolégicos pulmonares

Os pulmdes dos camundongos foram coletados no dia do desfecho (85° dia)
do protocolo de asma grave apds a eutanasia por overdose anestésica. Os tecidos
foram fixados em solucdo de formalina tamponada a temperatura ambiente. O
processamento histoldégico iniciou-se pela desidratacdo em alcool etilico em
concentracfes crescentes (70, 80, 90 e 100%) e inclusdo em parafina. Os blocos
foram cortados em micrétomo com espessura de 4um, adicionados em lamina e
desparafinizados. Os cortes aderidos na lamina foram corados com Hematoxilina-
Eosina (HE), Acido Periédico — Schiff (PAS) ou Tricomio de Masson (TM) e analisadas
em microscopia optica (Motic BA 410). As fotografias digitais foram capturadas pela
camera Moticam 5.0 MP. As analises morfométricas dos achados histologicos foram
realizadas pelo software KS400.

Para a realizacdo da técnica de morfometria utilizou-se os cortes histolégicos
corados pelo HE, TM e PAS. Estes foram visualizados pela objetiva de 40x e
digitalizadas 20 imagens aleatorias através do mesmo microscopio e microcamera,
perfazendo uma area total de 281.872 mmz2 de parénquima pulmonar analisado em
cada tipo de coloracdo. A area de HE e PAS positiva e a area corada pelo TM foram
calculadas pelos algoritmos construidos no software KS400. Em cada imagem foram
selecionados todos os pixels com tons de azul (TM), roxo (PAS positiva) ou rosa (HE
positiva) para a criacdo de uma imagem binaria, processamento digital e calculo da
area em uym2 (PRATA et al., 2017).

3.6. Quantificacdo de IgE e citocinas
O soro e 0 sobrenadante armazenados a -20°C foram utilizados para a
quantificacdo de IgE (soro) e das citocinas IL-4, IL-33, TSLP, TGF-(3, IL-1B, e TNF-a
(sobrenadante), onde foi utilizado o teste imunoenzimatico ELISA sanduiche, de
acordo com o protocolo especificado no kit do fabricante (eBioscience, Inc. Science
Center Drive, San Diego, CA-USA). De forma resumida, placas de ELISA foram

sensibilizadas com os anticorpos de captura e incubadas por 18 h (overnight) a 4 °C.
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Apos este periodo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20
(PBST) e os sitios inespecificos bloqueados com a solucdo de bloqueio (PBS
contendo 10% de SFB) por 1 hora. Apos esse periodo, lavou-se as placas e adicionou-
se as amostras a serem analisadas incubando-as overnight a 4 °C. Terminado o
periodo de incubacédo, as placas foram lavadas novamente e o0s anticorpos de
deteccao adicionados (1 h). Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e o
complexo enzimético avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionado. As placas foram
incubadas por mais 30 min a temperatura ambiente e apds lavagens adicionais, a
reacao foi revelada pela adicdo da solucdo substrato contendo tetrametilbenzidina
(TMB) e peroxido de hidrogénio (H202). Apos 15 minutos a reacao foi interrompida
com a solucdo de parada (acido sulfarico 1IN) e a leitura realizada em leitor de

microplaca utilizando um comprimento de onda de 450 nm.

3.7. Marcacéo celular da MAP quinase fosforilada p-p38 por citometria de

fluxo.

A andlise celular por citometria de fluxo permite a distincdo de populacdes
celulares heterogéneas a partir de parametros como “forward-scattered light” (FSC) e
“side-scattered light” (SSC), os quais distinguirdo as células pelo tamanho e
granulosidade respectivamente. A avaliacdo da expressdo da porcéao fosforilada da
MAPK p-p38 foi realizada apos a coleta do BALF. O lavado foi centrifugado, retirado
0 sobrenadante e ressuspenso em volume calculado para 5 x 10° células/mL de
PBS+/- gelado e destinado a andlise dos parametros FSC e SSC no citdmetro de fluxo
(FACSCanto™1|l) utilizando anticorpo especifico e marcacao fluorescente. O protocolo
especifico para marcacéo foi realizado de acordo com as normas do Kit do fabricante
utilizado (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA).

As leituras foram realizadas em citémetro de fluxo BD FACSCanto™ Il (Becton
Dickinson) e os dados foram gerados a partir da coleta de 10.000 eventos. A analise
foi baseada na obtenc&o de um gréfico de tamanho (FSC) vs. granulosidade (SSC) no
qual foi feito um gate na populacdo de granulocitos excluindo os debris.
Posteriormente, a analise foi realizada de acordo com a porcentagem de células
marcadas e com a intensidade de fluorescéncia emitida, através da geracdo de um
grafico do tipo histograma (Figura 6). Esses dados foram avaliados pelo software

FlowJo versao 10.
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Figura 6. Esquema representativo da estratégia de andlise dos dados avaliados por citometria de fluxo.
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Gate e histograma representativos: estratégia elaborado pelo autor para andlise das subpopulacdes
marcadas com p-p38.

3.8. Analise estatistica.

Para todas as andlises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism
versao 9.1 e valores com p<0,05, considerados significantes (GraphPad Software Inc.,
San Diego, U.S.A.). Para analisar os dados do Citometro de Fluxo foi utilizado o
programa FlowJo, versdo 10. Todos os resultados obtidos foram expressos como
média + erro padréo da média (e.p.m) e a diferenca entre os grupos foi analisada por
ANOVA one-way, seguida do teste de Tukey e Dunnet.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da ouabaina na migracao de células totais no fluido do lavado

broncoalveolar (BALF), no modelo experimental de asma.

No modelo de asma alérgica do tipo TH2 " induzida por ovalbumina (OVA),
espera-se um aumento na migracao celular para o sitio inflamado (pulmdes), em
decorréncia das sensibilizacbes e posteriores desafios realizados durante o
protocolo (GUO et al, 2013). As células inflamatorias totais que migraram para o
BALF estdo expressas no grafico 1. As sensibilizacbes e os desafios com o
alérgeno proteico aumentaram significativamente o namero de células totais no
espaco broncoalveolar do grupo OVA guando comparado ao grupo salina (0,19 +
0,018 vs 0,0375 £ 0,002, com o p< 0,05). Na comparacdo da migragao celular
ocorrida no grupo OUA tratado com a ouabaina (0,56 mg/kg) em relacdo a ocorrida
no grupo OVA, observou-se que o tratamento com a substancia teste foi eficaz em
reduzir a migracgéo celular para o espaco broncoalveolar (0,19 + 0,018 vs 0,0525 *
0,004, com p< 0,05), assim como o tratamento com a droga padrédo budesonida
(350 pg/kg) no grupo BUD (0,19 + 0,018 vs 0,0450 + 0,013, com p< 0,05) (grafico
1).

Grafico 1. Avaliacao do efeito da ouabaina sobre a migracéo de células totais para o fluido

do lavado broncoalveolar.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados via intraperitoneal (i.p.)
com ouabaina (0,56 mg/kg) e budesonida (350 pg/kg) uma hora antes de cada desafio. O BALF dos animais foi
coletado 24h ap6s o ultimo desafio e a migragdo de leucdcitos foi quantificada em microscopia 6ptica comum. Os
resultados foram expressos como média + e.p.m. A diferenca entre os grupos foi analisada por ANOVA one-way,
seguida do teste de Tukey. Valores de #p < 0,05 foram considerados significativos quando comparados com o
grupo salina, e *p < 0,05 foram considerados significativos quando comparados com o grupo OVA.

4.2. Efeito da ouabaina na migracdo de leucécitos diferenciais
(eosinofilos, neutrofilos, linfocitos e macréfagos) no fluido do lavado

broncoalveolar (BALF), no modelo experimental de asma.

A migracao das subpopulac@es de leucdcitos diferenciais durante os eventos
asmaticos do tipo TH2 ", é uma caracteristica determinante para a avaliacdo das
alteracdes de celularidade no protocolo executado. Com relacdo a essa contagem
diferencial, observou-se migracdo de eosindfilos (Grafico 2a), macréfagos
(Grafico 2b), neutrofilos (Grafico 2c) e linfocitos (Grafico 2d) para o BALF quanto
comparamos 0 grupo ovalbumina com o grupo salina. O tratamento com a
ouabaina reduziu a migracéo de eosindfilos em 37,6% (p < 0,05), de macrofagos
em 69% (p < 0,05), de linfécitos em 29,6% (p < 0,05), porém néo foi capaz de

reduzir a migracao de neutrofilos.

Grafico 2. Efeito da ouabaina sobre a migracao de leucécitos diferenciais para o fluido do

lavado broncoalveolar.

a) b)

Eosindfilos x 10 5/ mL
Macréfagos x 10 5 mL

1.5 5+
1.04

0.5

Coml B
0.0 ' T T 0- T

Neutréfilos x 10 5/ mL
Linfécitos x 10 ¥/ mL




43

Camundongos BALB/c fémeas (n=7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados via intraperitoneal (i.p.)
com ouabaina (0,56 mg/kg) e budesonida (350 pg/kg) uma hora antes de cada desafio. O BALF dos animais foi
coletado 24h ap6s o Ultimo desafio e a migracdo de leucécitos diferenciais foi quantificada em microscopia Optica
comum. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. A diferen¢a entre os grupos foi analisada por ANOVA
one-way, seguida do teste de Tukey. Valores de #p < 0,05 foram considerados significativos quando comparados
com o grupo salina, e *p < 0,05 foram considerados significativos quando comparados com o grupo OVA.

4.3. Efeito da ouabaina sobre a concentracdo de imunoglobulina E (IgE) total
e de IgE-Ovalbumina especifica no modelo de asma alérgica cronica,
induzida por ovalbumina.

O Grafico 3a demonstra que os animais do grupo ovalbumina, por serem
expostos ao alérgeno, no primeiro momento durante a sensibilizacdo e em seguida
durante os desafios por aerossol, apresentaram um aumento significativo na producao
de IgE total (1,809 + 0,099 vs 1,121 + 0,07, com p< 0,05). O tratamento com a
ouabaina durante os desafios foi capaz de reduzir a concentragdo de IgE total quanto
comparado ao grupo OVA (1,809 + 0,099 vs 0,911 + 0,16, com p< 0,05). A droga
padrdo budesonida também reduziu a concentracdo de IgE total (1,809 + 0,099 vs
0,9205 + 0,19, com p< 0,05). A IgE-Ovalbumina especifica (Igg-OVA), € um
importante pardmetro para delimitar a sensibilizacdo dos animais com o alérgeno
utilizado no modelo experimental. Podemos observar no grafico 3b que o tratamento
com a ouabaina (0,4293 + 0,13 vs 0,2298 * 0,13, com p< 0,05) e com a budesonida
(0,4293 + 0,13 vs 0,2251 + 0,13), reduziu as concentracdes de Ige-OVA guando

comparado ao grupo ovalbumina.

Grafico 3. Avaliacdo do efeito da ouabaina sobre a concentragao de IgE total e IgE-OVA
especifica no modelo de asma.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados via intraperitoneal (i.p.)
com ouabaina (0,56 mg/kg) e budesonida (350 pg/kg) uma hora antes de cada desafio. 24 horas apds o ultimo
desafio, coleta-se 1mL de sangue para obtencao do soro. O soro coletado foi utilizado no ensaio imunoenzimatico
(ELISA sanduiche) para quantificacdo da concentracéo total de IgE e de IgE-OVA especifica. Os resultados foram
expressos como média + e.p.m. Valores de #p < 0,05 foram considerados significativos quando comparados com
0 grupo salina, e *p < 0,05 foram considerados significativos quando comparados com o grupo OVA.

4.4. Efeito da ouabaina sobre os parametros histopatologicos

caracteristicos do modelo de asma.

Os parametros histopatologicos pulmonares dos grupos experimentais
estdo demonstrados nos Painéis 1, 2 e 3, onde podemos observar respectivamente as
variacfes de infiltrado celular (Painel 1 — Coloracdo de Hematoxilina & Eosina),
hiperplasia das células caliciformes (Painel 2 — Coloracido de Acido Periddico —
Schiff) e remodelamento tecidual (Painel 3 — Coloragéo de Tricomio de Masson). Os
animais sensibilizados e desafiados com a ovalbumina no protocolo de 85 dias,
apresentaram alteracfes histopatolégicas que comprovam a instalacdo do processo
asmatico T2 . Adicionalmente o tratamento com a ouabaina e com a droga padrdo
budesonida, foi capaz de diminuir a migracdo nas regides perialveolares (Grafico 4a),
bem como a hiperproducdo de muco (Grafico 4b) e o processo de fibrose pulmonar
(Grafico 4c).
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Painel 1. Efeito da ouabaina sobre os aspectos histopatolégicos pulmonares no modelo

experimental de asma grave, com a coloracdo de Hematoxilina & Eosina.

Budesonida
e .

Painel 1. Camundongos BALB/c fémeas (n=7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados via
intraperitoneal (i.p.) com ouabaina (0,56 mg/kg) e budesonida (350 pg/kg) uma hora antes de cada desafio. 24
horas apo6s o Ultimo desafio, coleta-se os pulmdes para determinagéo dos parametros histopatologicos. Os pulmdes
coletados foram utilizados para determinac&o dos marcadores teciduais da asma como infiltrado celular. Aumento

de 20x. a (alvéolos); b (brénquios); v (vasos sanguineos);*(infiltrado celular).
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Painel 2. Efeito da ouabaina sobre a producao de muco pelas células caliciformes das

vias aéreas, no modelo experimental de asma grave, com a coloragéo de Acido Periddico

— Schiff (PAS).
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Painel 2: Camundongos BALB/c fémeas (n=7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados via
intraperitoneal (i.p.) com ouabaina (0,56 mg/kg) e budesonida (350 ug/kg) uma hora antes de cada desafio. 24
horas ap6és o ultimo desafio, coleta-se os pulmdes para determinacao dos parametros histopatoldgicos. Os pulmes
coletados foram utilizados para determinagdo dos marcadores teciduais da asma como hiperplasia das células

caliciformes com hiperproducéo de muco. Aumento de 20x. b (brénquios); v (vasos sanguineos).
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Painel 3. Efeito da ouabaina sobre Hiperatividade Bronquica (AHR) e Remodelamento
Pulmonar, no modelo experimental de asma grave, com a coloracao de Tricomio de
Masson (TM).
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Painel 2: Camundongos BALB/c fémeas (n=7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados via
intraperitoneal (i.p.) com ouabaina (0,56 mg/kg) e budesonida (350 ug/kg) uma hora antes de cada desafio. 24
horas apés o ultimo desafio, coleta-se os pulmdes para determinacao dos parametros histopatoldgicos. Os pulmdes
coletados foram utilizados para determinacdo dos marcadores teciduais da asma como hiperplasia das células

caliciformes com remodelamento tecidual e fibrose. Aumento de 30x. b (brénquios); v (vasos sanguineos).
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Gréfico 4. Efeito da ouabaina sobre o infiltrado celular (coloracdo HE), hiperproducéao de
muco (coloracdo PAS) e hiperatividade bronquica com remodelamento tecidual
(coloragédo de Tricomio de Masson), no modelo de asma.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados via intraperitoneal (i.p.)
com ouabaina (0,56 mg/kg) e budesonida (350 pg/kg) uma hora antes de cada desafio. 24 horas apds o ultimo
desafio, coleta-se os pulmdes para determinacéo dos paradmetros histopatoldgicos. Os pulmdes coletados foram
utilizados para determinacdo dos marcadores teciduais da asma como infiltrado celular, hiperprodugéo de muco e
fibrose. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Valores de #p < 0,05 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo salina, e *p < 0,05 foram considerados significativos quando comparados com o
grupo OVA.

4.5. Avaliacéo do efeito da ouabaina sobre a producéo de citocinas IL-33,
TSLP, IL-4, IL-1B, TGF-B, e TNF-a no modelo de asma do tipo 2, induzida por
ovalbumina.

As citocinas alarminas produzidas pelo epitélio respiratério durante o primeiro contato
com o alérgeno, também sdo essenciais para a manutencdo da inicializacdo da resposta
asmatica alérgica. Ao avaliarmos a producéo das alarminas IL-33 (grafico 5a) e TSLP (grafico
5b), podemos observar qgue no modelo de asma, hd um aumento na expressao das citocinas

guando o grupo é sensibilizado e desafiado com a ovalbumina. O tratamento com a ouabaina e
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com a droga padrdo budesonida, foi capaz de reduzir a producdo dessas duas citocinas
(graficos 5a e b).

Citocinas classicas do perfil Th2 como a IL-4 (grafico 5c), apresentam-se em niveis
elevados no grupo ovalbumina (OVA) em comparagdo aos niveis das mesmas no grupo salina
(21,6 £ 1,098 vs 7,6 + 0,83, com p< 0,001). O tratamento com ouabaina (0,56 mg/kg) foi capaz
de reduzir os niveis de IL-4 quando comparado ao grupo OVA (21,6 £ 1,098 vs 9,365 * 0,46,
com p< 0,001) (gréafico 5c). Além de participar do recrutamento de diversas células pro-
inflamatdrias para a cavidade pulmonar, IL-13 também esta ligada ao inicio do remodelamento
tecidual. Os niveis de IL-1B (10,9 £ 0,39 vs 2,043 + 0,3435, com p< 0,001) apresentaram-se
elevados quando comparamos o grupo OVA com o grupo salina (graficos 5d). Ademais, o
tratamento com a ouabaina reduziu os niveis dessa citocina (10,9 £ 0,39 vs 5,303 + 0,9, com p<
0,001) quando comparado ao grupo ovalbumina.

O TGF-B esta intimamente ligado ativagdo dos fibroblastos e consequentemente a
producdo das fibras colagenas no remodelamento tecidual, os desafios com a ovalbumina
aumentaram a producao dessa citocina e o tratamento com a ouabaina foi capaz de reduzir a
sua expressao quando comparado ao grupo OVA (16,71 + 1,098 vs 8,752 + 0,46, com p< 0,001)
(gréfico 5e). Ligado a lesdo epitelial, TNF-a também esta presente na inflamacgao asmética do
tipo T2. O tratamento com a ouabaina reduziu as concentracfes dessa citocina (2,493 + 0,071

vs 0,5291 + 0,034, com p< 0,001), como podemos ver no grafico 5f.

Grafico 5. Efeito da ouabaina sobre a producao das citocinas IL-33, TSLP, IL-4, IL-1B, TGF-

B, e TNF-a no modelo de asma.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados via intraperitoneal (i.p.)
com ouabaina (0,56 mg/kg) e budesonida (350 pg/kg) uma hora antes de cada desafio. O BALF dos animais foi
coletado 24h apés o ultimo desafio. O sobrenadante foi coletado e utilizado o ensaio imunoenzimatico (ELISA
sanduiche) para quantificagdo das concentra¢des das citocinas. a. IL-33; b. TSLP; C; IL-4; d. IL-1B; e. TGF-B; f.
TNF-a. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Valores de #p < 0,05 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo salina, e *p < 0,05 foram considerados significativos quando comparados com o
grupo OVA.

4.6. Efeito da ouabaina na ativacdo da p-p38 MAPK em granuldcitos no

BALF de animais com asma.

A frequéncia de ativagéo da p-p38 MAPK em linfocitos no BALF de animais
com asma experimental analisada pela técnica de citometria de fluxo esta
representada no Grafico 6a, onde podemos observar histogramas representativos
dos diferentes grupos experimentais. Os animais doentes (grupo OVA)
apresentaram aumento (p< 0,05) na frequéncia (ajustar) de ativacdo da p-p38

MAPK em linfocitos no BALF quando comparado ao grupo salina (Grafico 6b).



granulécitos no BALF de animais com asma.

Adicionalmente os animais sensibilizados, desafiados com ovalbumina, mas

tratados com a ouabaina apresentaram reducdo (p< 0,01) na frequéncia de

ativagcao da p-p38 MAPK no BALF quando comparados aos animais do grupo OVA

(Gréfico 6b).

Gréfico 6. Efeito da ouabaina na frequéncia de ativacdo da p-p38 MAPK em
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Camundongos BALB/c fémeas (n=7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados via intraperitoneal (i.p.)
com ouabaina (0,56 mg/kg) e budesonida (350 ug/kg) uma hora antes de cada desafio. O BALF dos animais foi
coletado 24h apés o dltimo desafio. O BALF foi coletado e utilizado para citometria de fluxo e posterior quantificagdo
da ativagdo da MAPK p-38. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Valores de #p < 0,05 foram
considerados significativos quando comparados com o grupo salina, e *p < 0,05 foram considerados significativos

guando comparados com o grupo OVA.
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5. DISCUSSAO

Entender o funcionamento de modelos experimentais de asma, principalmente os que
destacam seus fenotipos e endotipos € essencial no desenvolvimento de pesquisas que
busquem novas terapias para a doenca (AGACHE; AKDIS, 2016). No modelo de asma alérgica
do tipo T2 (TH2 ") utilizado nesse presente estudo, foi possivel detectar que o tratamento com a
ouabaina (OUA) (0,56 mg/kg) durante os desafios com a ovalbumina (OVA) reduziu a migracao
celular para a cavidade pulmonar, através da imunomodulacdo de parametros essenciais para
a manutencdo do endotipo TH2 M como a producdo de IgE especifica para OVA, producéo de

citocinas pro-inflamatorias e expressao de proteinas cinases como a MAPK p-38.

A migragéo celular num processo inflamatoério € um fator determinante para a manutencéo
da inflamacdo (MEDZHITOV, 2008). As ac¢des imunomoduladoras da ouabaina que envolvem
a reducdo na migracao de leucdcitos totais para os sitios inflamados em eventos inflamatorios
agudos, sao uma constante em diferentes modelos (RODRIGUES-MASCARENHAS et al.,
2009; JACOB et al., 2012; LEITE et al., 2015; CAVALCANTE-SILVA et al., 2019). Evidenciamos
aqui, gue a OUA também é capaz de modular a resposta celular em processos crénicos como
a asma TH2 ", ao diminuir o nimero de células pré-inflamatérias que se deslocam para a

cavidade pulmonar.

Assim, ao atuar como uma substancia mediadora de vias de transduc¢éo de sinal, a ouabaina
acaba ativando cascatas de sinalizacdo como a transducéo via Src-ras através do receptor de
fator de crescimento transdérmico (EGF), presente nas calveolas celulares. Este evento pode
levar a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e como consequéncia a ativagdo da
proteina adaptadora 1 (AP-1) e do fator nuclear kappa B (NF- Kb), que estdo envolvidos em
diversos processos celulares como crescimento, apoptose, adesao e migracdo (AIZMAN;
APERIA, 2003; CERENJIDO et al., 2012; TIAN et al., 2006; XIE; ASKARI, 2002).

Recentemente, foi descrito que a OUA também apresenta a capacidade de reduzir a
resposta inflamatoria na peritonite induzida por zimosan, diminuindo néo s6 a migracéo celular,
como a permeabilidade vascular, ao inibir a ativacdo do NF-kB que é essencial para a producéo
das citocinas IL-1B e TNF-a (LEITE et al., 2015), ambas integrantes desse modelo de
inflamacg&o. Adicionalmente, a OUA pode modular vias de sinalizacdo quimiotatica em
neutrofilos através da inibicdo de MAPK p38 (CAVALCANTE-SILVA et al., 2021).
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Os modelos de asma alérgica aguda e crbénica frequentemente utilizam a OVA como o
antigeno sensibilizante. A via de sensibilizacdo e escolha do antigeno pode oferecer diferentes
perspectivas sobre a fisiopatologia da inflamacdo nas vias aéreas inferiores. Por exemplo, a
OVA tem a vantagem de estar disponivel em formas relativamente puras, com niveis muito
baixos das endotoxinas contaminantes de preparac¢des antigénicas convencionais, permitindo
assim, a inducdo de uma resposta predominante do fendtipo TH2 com caracteristicas
eosinofilicas (HERBERT et al., 2010).

Os eosinofilos presentes no soro e no BALF de pacientes asmaticos, podem ser usados
para diagnosticar a asma eosinofilica, caracteristica determinante para o perfil T2. Dessa forma,
embora a eosinofilia no BALF seja mais precisa, a eosinofilia sérica pode servir como um
marcador substituto da concentracdo dessas células sempre que necessario (DE GROOT;
BRINKE; BEL, 2015). Uma meta-analise de individuos asmaticos, feita em 2012 concluiu que a
contagem de eosindéfilos no BALF, pode ser usada para orientar a terapia em asmaticos
(PETSKY et al., 2012). Adicionalmente, a eosinofilia sérica é usada para monitorar a resposta
bioguimica a terapia anti-IL-5. Para criangas com asma, por exemplo, a eosinofilia periférica esta
associada a exacerbacbes mais frequentes da asma (TRAN et al., 2014). De todos os
biomarcadores para asma, a contagem de eosinofilos no BALF tem os dados mais significativos
para a endotipagem dessa doenca (GANS; GAVRILOVA, 2019).

A contagem de leucdcitos diferenciais no estudo, mostrou uma acentuada eosinofilia nos
camundongos sensibilizados e desafiados com a OVA durante 12 semanas. O tratamento com
a ouabaina reduziu a migracao desses granulécitos para a cavidade pulmonar, assim como a
droga padréo budesonida. Na inflamac&o alérgica pulmonar de 23 dias, a OUABAINA diminui a
concentracdo de eosinofilos no BALF (GALVAO et al., 2017). De forma semelhante, a bufalina,
um importante esteroide cardiotdbnico imunorreativo usado na producdo do chansu
(medicamento tradicional chinés) (KRENN; KOPP, 1998), diminuiu a migragao de eosindfilos em
modelo funcional de asma moderada (ZHAKEER et al., 2017). Adicionalmente, a ouabaina na
dose de 100 micromolar é capaz de reduzir os efeitos toxicos de eosinéfilos em cultura de células
de ratos expostas a diferentes concentracdes dessa populagéo de leucdcitos (TAI et al., 1982),

reiterando sua acao sobre esses leucocitos especificos.

Embora eosindfilos e neutréfilos sejam considerados importantes para diferenciar os
endotipos da asma, o perfil inflamatério asmatico € heterogéneo e possui varias outras células
envolvidas. Por muito tempo, o papel dos macrofagos na fisiopatologia da asma foi pouco
estudado, embora seja agora conhecido, que eles podem polarizar em muitos fenotipos

diferentes e que esses fendtipos diferencialmente polarizados estdo alterados na asma
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(DRAIJER et al, 2017). Os macréfagos estdo abundantemente presentes no tecido pulmonar,
mas sua contribuicdo para a patologia da asma parece ser por meio de uma mudanca na sua
func@o e ndo necessariamente nos seus numeros, uma vez que a quantidade dessas células

pode permanece inalterada no tecido pulmonar de pacientes com asma (MELGERT et al., 2011).

Para o BALF asmatico, resultados contraditorios foram encontrados, com mais (KIM et al.,
2019), menos (DEMARCHE et al., 2016) e numeros semelhantes (BUSSEet al., 2017) de
macréfagos em comparagdo a controles negativos. Essas diferencas podem ser devido ao
endotipo de asma analisado. Além disso, a localizacdo pode explicar por que diferencas de
macrofagos sao encontradas no BALF e raramente no tecido pulmonar. Macréfagos alveolares,
residentes na superficie epitelial alveolar, podem se apresentar no escarro (BALF), mas
macréfagos intersticiais, localizados no tecido pulmonar, ndo estdo presentes nesse fluido, e s
podem ser detectados em cortes e bidpsias de tecido. Portanto, a asma TH2 " pode ser
acompanhada por alteragbes no numero de macrofagos alveolares e ndo macrofagos
intersticiais (WENZEL et al., 2012).

A concentracdo de macrofagos presentes no BALF no modelo de asma utilizado nesse
estudo, foi aumentada para os animais asmaticos e reduzida para 0os animais tratados com a
OUA e com a budesonida. Resultados do nosso grupo, ja demonstraram que a ouabaina pode
reduzir a migracdo celular de macréfagos em diferentes modelos de inflamacao
(VASCONCELOS et al., 2011; JACOB et al.,, 2012; LEITE et al., 2015). Em modelos de
endotoxemia, a glicolise induzida pelo fator induzido por hipoxia 1 a (HIF-1a), provoca uma
remodelacdo funcional em macrofagos, polarizando suas ag¢des para o perfil pro-inflamatério.
Nesse contexto, Shao e colaboradores (2019), relataram que a ouabaina pode inibir
significativamente a regulacdo positiva de HIF-1a diretamente em macréfagos. No entanto,
durante a inflamacéo alérgica pulmonar simples, o tratamento com a ouabaina antes das
sensibilizacdes, ndo modula a concentracdo de macréfagos presentes no lavado (GALVAO et
al., 2017), reforcando a variedade de respostas que a substancia pode modular a depender do

desenho experimental escolhido.

Pacientes com asma sintomatica podem apresentar niveis elevados de neutrofilos
periféricos que mostrem sinais de ativacao diversificados. Tanto o nimero quanto os niveis de
ativacdo desses neutréfilos sdo menores na auséncia de sintomas ou apds o tratamento e
resolucdo do processo alérgico (RADEAU et al., 1990). O numero dessas células no escarro
induzido em individuos controle €, em alguns casos, semelhante ao de pacientes com asma
leve a moderada (TAHA et al., 2001), mas em outros descobriu-se que é maior (PROFITA et al.,
2003; HESSELMAR et al.,, 2013). No entanto, niveis aumentados de neutréfilos foram



59
encontrados em pacientes com asma aguda ou persistente em compara¢cdo com controles
positivos (FAHY et al., 1995), especialmente em pacientes com baixo numero de eosinofilos e

resposta fraca aos corticosteroides inalados (FAJT; WENZEL, 2015).

A baixa neutrofilia esteve presente no nosso modelo, corroborando fatores definidores do
perfil TH2 " (GAUTHIER; RAY; WENZEL, 2015). O tratamento com a OUA e com a budesonida
nao foi capaz de dimiuir a reduzida concentracéo de neutréfilos presente no BALF dos nossos
animais, apesar das evidéncias de que a nossa substancia teste, pode atuar diretamente em
perfis neutrofilicios de inflamacao (JACOB et al., 2012; CAVALCANTE-SILVA et al., 2021). As
acOe imunomoduladoras da OUA, dependem da ativacao celular nos processos inflamatérios
(OLEJ et al., 1994), desta forma a baixa neutrofilia evidenciada no modelo experimental, pode
justificar a acdo reduzida da substancia, nesse perfil leucocitario.

Em eventos asmaticos do tipo 2, vem se demonstrando que o namero de linfocitos ativados
esta relacionado ao grau de responsividade brénquica (AMIN et al., 2000; AZZAWI et al., 1992).
Sabe-se também que durante a exacerbacdo da doenca, o numero dessa populagéo de células
estd aumentado nos pulmdes asmaticos. Nesse contexto, a maioria desses linfécitos foi
identificada como linfocitos T. Os linfocitos podem ativar outras células inflamatorias para liberar
citocinas, que estimulam eosinofilos e mastocitos, resultando em sua degranulacdo (AMIN et
al., 2000; BYSTROM; AMIN; BISHOP-BAILEY, 2011). Isso € importante devido ao significado
primordial que eosindfilos e mastocitos possuem como células efetoras primarias para asma
alérgica (AMIN, 2012). Os linfécitos também podem ser importantes ha asma devido a producéo
de linfocinas que influenciam outras células, como os basofilos e as células caliciformes
(CARLSON; PETERSON; VENGE, 1993). O mecanismo para isso € complexo. No entanto, em
reacoes alérgicas intestinais, pode ser demonstrado que fatores imunes derivados de linfocitos
T induzem a maturacéo e diferenciacao de células produtoras de muco (HOGAN et al., 2008;
MILLER; NAWA; PARISH, 1979).

O dano epitelial causado pela ativagdo de eosindfilos e linfocitos € proposto como um dos
principais mecanismos fisiopatoldégicos da asma. O numero de linfécitos no BALF, esta
significativamente correlacionado ao dano epitelial na asma alérgica (TRAUTMANN et al., 2002).
Isso pode indicar que essas células desempenham um papel no dano direto as células epiteliais.
Uma explicacdo mais provavel para essas relacdes, entretanto, é o fato de que os linfécitos
ativados estdo envolvidos na atracdo dos eosindfilos para os pulmdes durante a asma alérgica.
Essas correlacbes poderiam, portanto, ser expressoes de fendmenos paralelos de
retroalimentacao patoldgica, como a destruicdo das células epiteliais ciliadas pulmonares, que

pode ser causada pela liberagdo de TNF-a por macréfagos ou linfocitos (JIANG et al., 2009).
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A primeira evidéncia da acado da ouabaina nas células linfoides envolveu a inibicdo da
proliferacéo de linfécitos induzida pelo mitégeno fitohemaglutinina (QUASTEL; KAPLAN, 1968).
No nosso modelo de asma, o tratamento com a ouabaina reduziu a concentracéo de linfocitos
no BALF, de forma semelhante a budesonida. Anteriormente, nosso grupo ja havia mostrado,
gua a ouabaina administrada antes das sensibilizacdes que antecedem a inflamacao alérgica,
é capaz de reduzir a subpopulacéo de linfécitos T (GALVAO et al., 2017). A ouabaina também
pode modular a maturacdo de linfécitos T em diversos estagios e sob diferentes exposicdes a
mitdgenos. Indicando que sua acdo anti-proliferativa se estende a modelos complexos de
inflamacdo e ativacdo celular (RODRIGUES-MASCARENHAS et al.,, 2006; RODRIGUES-
MASCARENHA et al. 2008; RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2009).

A imunoglobulina E (IgE) tem um papel central na fisiopatologia da asma alérgica
(FROIDURE et al., 2015). Existem dois tipos de IgE: uma é a IgE classica, que é definida como
a alérgeno-especifica e se liga aos receptores de IgE em células inflamatorias relacionadas a
asma, causando a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios. O outro € a IgE citocinérgica, que
usa um mecanismo produzido na auséncia de alérgeno (BAX; KEEBLE; GOULD, 2012). No
entanto, para se estudar asma alérgica, evitar o alérgeno nunca € algo eficaz, ja que os efeitos
pleiotrépicos da IgE sdo mediados pela ativacdo de receptores IgE especificos expressos tanto
por células imunoinflamatérias (mastécitos, eosindéfilos, basoéfilos e células dendriticas) quanto
por células estruturais das vias aéreas como as células epiteliais e musculares (GOULD;
SUTTON, 2008).

Ao se determinar a concentracdo de IgE total com a finalidade de confirmar que
realmente foi desencadeado um processo inflamatoério alérgico pulmonar no nosso modelo
(LLOYD et al., 2010; KUMAR; HERBERT; FOSTER, 2008), podemos observar que o tratamento
com a oubaina foi capaz de reduzir a concentracao total de IgE quando comparada ao grupo
OVA e consequentemente a concentracao de IgE-OVA especifica. Essa reducdo, pode ser
justificada pela capacidade que a oubaina tem de inibir a maturacédo de linfoctios B no baco e
na circulagéo periférica (PAIVA et al., 2011), ou mesmo, pelo seu papel limitante na dindmica
entre as diferentes subpopulagdes de linfocitos B nos 6rgéos periféricos (DA SILVA et al.,2016).
Adicionalmente, essa reducdo também pode estar diretamente ligada a diminuicdo nas
concentragdes de IL-4 nos animais tratados com ouabaina e com a budesonida. A troca de
isotipo para IgE nos linfocitos B durante o processo de sensibilizagdo € um ponto crucial para a
manuten¢do do processo asmatico severo e depende essencialmente da IL-4 (PUNNONEN et
al., 1997).
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A inflamacao persistente das vias aéreas ndo sé causa 0s sintomas classicos da asma,
mas também leva ao processo de remodelamento e fibrose. O remodelamento é um processo
de reconstrucdo da parede brénquica e é caracterizado por hipertrofia/hiperplasia de musculo
liso, hiperplasia de glandulas mucosas, derramamento e metaplasia do epitélio, angiogénese,
producdo de colageno subepitelial, deposicdo de glicoproteina e deposicdo de matriz
extracelular na submucosa, musculo e adventicia (HOLGATE; POLOSA, 2006; PAIN et al.,
2014). Nesse contexto, avaliar os parametros histopatoldgicos nos traz uma visdo completa do
sucesso do modelo escolhido, ja que a avaliagéo reforca as caracteristicas definidoras da asma

alérgica T2.

A amostragem histologica das vias aéreas na asma para exame morfolégico é normalmente
realizada por meio de broncoscopia de fibra éptica. Dois tipos principais de espécimes séo
usados para 0 exame: biopsias endobrénquicas e bidpsias transbrénquicas. Em contraste com
a lavagem broncoalveolar ou expectoracdo induzida para coleta do BALF, as biépsias diretas
fornecem informag@es histolégicas sobre a morfologia das vias aéreas, permitindo que os
investigadores examinem os diferentes compartimentos da parede brénquica, como epitélio,
submucosa, musculo liso e glandulas, bem como suas relacfes estruturais (MOORE et al.,
2011).

Nesse estudo, analisamos o infiltrado celular na camada adventicia brénquica (coloracéo
HE), a producdo de muco pelas células caliciformes hiperplasicas (coloracédo PAS), e a fibrose
tecidual (coloracdo T. Masson). Os resultados demonstraram que a ouabaina ndo sé diminui o
infiltrado de células inflamatérias nos brénquios, como consegue diminuir a hiper-responsividade
caracteristica da producao exagerada de muco. Adicionalmente, o tratamento com a substancia,
também reduziu a fibrose quando comparamos o grupo tratado com OUA com o ovalbumina. Ja
foi demonstrado que a ouabaina e a bufalina, podem modular parametros histopatologicos em
modelos alérgicos mais brandos e menos duradouros (GALVAO et al., 2017; ZHAKEER et al.,
2017). Os achados desse presente estudo, reforcam que além dessa modulacdo, a OUA
estende suas acgbes para reparos teciduais ao reduzir a deterioracdo pulmonar presente na
asma, corroborando achados de Li e colaboradores (2018) que mostram a ouabaina reduzindo
fibrose pulmonar através da inibicdo da producéo de fibronectina e colageno, regulados pela
ativacao das vias de transducéao do TGF-(3.

Protocolos que mimetizam o endotipo da asma TH2 ", como o utilizado nesse estudo,
costumeiramente avaliam a presenca das alarminas como a IL-33 e TSLP. Essa avalia¢édo, nos
permite inferir a ativacdo das células epiteliais e a estimulacdo das células linfoides inatas de

classe 2 (ILC2) e de células dendriticas, essas ultimas atuando na indugéo da polarizagédo do
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perfil TH2 durante a apresentacdo antigénica. Os camundongos com asma (grupo ovalbumina)
apresentaram aumento nos niveis das duas alarminas em comparacdo com os do grupo Salina
(animais saudaveis). No entanto, o tratamento com a ouabaina promoveu uma reducdo dos
niveis dessas citocinas. Tem sido descrito que o receptor de IL-33 (IL-33R), presente
principalmente nas ILC-2 das vias aéreas, € um membro da superfamilia de receptores do tipo
Toll like (TLR/IL-1), onde a cascata de sinalizacao intracelular culmina na ativacédo dos fatores
de transcricdo NF-kB e AP-1 através da via MyD88-IRAK1/4 e TRAF6/MAPK, respectivamente,
com producao das citocinas do perfil TH2 (IL-5 e IL-13) (KUBO, 2017).

Outros estudos demonstraram que as proteases de alérgenos induzem o aumento de
TSLP e IL-33 a partir do receptor PAR-2 (receptor 2 ativado por protease) acoplado a proteina
G nas células epiteliais (GOON GOH et al., 2008). A ativacdo do PAR-2 leva ao recrutamento
da proteina G, que induz o aumento dos niveis de fosfolipase C (PKC) e de Ca?* intracelular, a
ativacdo das vias das MAPK e do fator de transcricdo NF-kB e, por sua vez, a produgao das
alarminas TSLP e IL-33 (KATO et al., 2007). O sinergismo entre STAT-6 e NF-kB induz a
producdo de TSLP em resposta a IL-4 pelas células epiteliais, j& a acetilagdo de STAT-1
mediada por IFN-y inibe a ativagdo de NF-kB ao promover o sequestro desse no citosol,

impedindo sua translocacéo para o nucleo (RALLABHANDI et al., 2008).

Quando nos referimos a fisiopatologia da asma tipo T2, o fen6tipo TH2 (IL-4, IL-5, IL-13 IL5,
IL-18, TGF-B e TNF-a) é capaz de explicar a evolucdo de um processo asmatico crénico. Em
asmaticos, a resposta para gatilhos como alérgenos ou exercicios, é a liberacdo de IL-1 como
um mediador imunolégico junto com outras citocinas principais como o TSLP e o fator
estimulador de colénia de mondcitos de granulécitos (GM-CSF) nas vias aéreas, resultando em
eosinofilia, troca de isotipo de imunoglobulina para IgE (TAKHAR et al., 2007) e inflamagéo TH2
(IL-4, IL-9, IL- 13) (CHUNG; BARNES, 1999; TAKHAR et al., 2007). Adicionalmente, IL-1a e
sdo conhecidos por contribuir para a inflamacdo ThH2 na asma através da ativacdo e
recrutamento de eosindfilos, mastocitos, células dendriticas (WILLART et al., 2012). No nosso
modelo, o tratamento com a OUA reduziu a concentracdo das citocinas IL-4 e IL-1B, quando

comparado ao grupo OVA.

Recentemente, Kobayashi e colaboradores (2017) demonstraram que o efeito da ouabaina
na liberacdo de IL-1B, tanto em macréfagos quanto no tecido cardiaco, esta relacionado a
ativacao do inflamassoma de NLRP3, que por sua vez € mediada por efluxo do ion potassio (K
). Vale ressaltar que neste estudo os autores utilizaram altas doses de OUA tanto in vitro quanto
in vivo. Isso contrasta com outros estudos que mostram uma reducdo de um padrao diferente

de citocinas, incluindo IL-13 (LEITE et al., 2015) com doses mais baixas de ouabaina na
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presenca de estimulo inflamatorio (JACOB et al., 2013). A modulacdo nas concentragdes de IL-
4 em outros modelos alérgicos, também foi observada com baixas concentracdes de ouabaina
e outros glicosideos como a bufalina (GALVAO et al., 2017; ZHAKEER et al., 2017).

Vérias células dendriticas com diferentes fenotipos, perfis de producédo de citocinas e
capacidade de estimular diferentes subpopulacdes de linfécitos ja foram descritas. Alguns sinais
de perigo como TNF-a induzem o aparecimento de células dendriticas com um perfil pré-
inflamatoério (SCHNURR et al., 2000). Na asma, a maturacdo de células dendriticas depende
nao s6 de TSLP e IL33, como também do TNF-a. A OUA pode modular diretamente a

proliferacéo de células dendriticas em sinergismo com o TNF-a (NASCIMENTO et al., 2014).

Como mencionado anteriormente, o remodelamento das vias aéreas denota as modificacdes
fisiopatoldgicas da estrutura normal da parede das vias aéreas, incluindo mudancas na
composicdo e organizacdo dos constituintes celulares e moleculares durante 0 processo
asmatico (VIGNOLA et al., 2003). Essas modificacfes sao parcialmente reversiveis na asma
leve, mas na maioria das vezes séo irreversiveis na asma cronica grave (VIGNOLA et al., 2003),
sendo associadas a principal causa de sintomas associados a diminuicdo da funcdo pulmonar
(LAZAAR; PANETTIERI, 2003). Nesse contexto, o TGF-B mostra-se de particular importancia,
pois induz mdultiplos efeitos no mesmo tipo de célula, dependendo das condicbes
microambientais e celulares. Assim, a alta expressdo de TGF-f e a sua associacdo com
eosinofilos e com a gravidade da asma (DOHERTY; BROIDE, 2007), acaba transformando essa

citocina num parametro importantissimo para avaliarmos o fenétipo T2.

Recentemente, foi demonstrado que a OUA regula negativamente os niveis de RNA
mensageiro (RNAm) para a proteina do TGFBR2 em cultura de fibroblastos pulmonares
humanos e células epiteliais, resultando na perda das sinalizagées induzidas pelo TGFf
(fosforilagdo SMAD2) e as suas respostas funcionais como a diferenciagcao de miofibroblastos
(LA et al., 2016). No modelo de asma tipo T2 apresentado, o tratamento com a OUA reduziu as
concentracbes de TGFB de forma semelhante ao tratamento com a budesonida. Apesar do
mecanismo preciso pelo qual a ouabaina regula negativamente a expressao de TGF nao estar
claro, ja € bem estabelecido que a ligacdo da ouabaina a Na*/K* ATPase em concentracdes
nanomolares resulta ndo sé na inibicdo de sua atividade de bombeamento, como também na
ativacdo de cascatas de regulagdo génica como as que levam a expressao de TGF( e sua
posterior fosforilagao (TIAN et al., 2006; XIE et al., 2002).

As MAPKs representam um importante ponto de convergéncia para multiplas vias de

sinalizacdo que sédo ativadas durante a inflamacéao e diversos processos imunolégicos. Portanto,
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essas enzimas podem impactar os variados eventos celulares relevantes para a fisiopatologia
da asma, incluindo diferenciacéo de células TH2, infiltracdo de células inflamatorias, funcdes
epiteliais e endoteliais, bem como hiperplasia de miofibroblastos e hiper-reatividade. De fato, a
ativacdo de MAPK pode ser detectada tanto em células inflamatérias quanto nas células
epiteliais bronquicas (PELAIA et al., 2004).

A atividade secretora dos linfécitos TH2 € afetada por p38, que por fosforilacdo do fator de
transcricAo GATA-3 promove a sintese de IL-4, IL-5 e IL-13. A p38 também € capaz de inibir a
apoptose de eosindfilos e parece estar implicada na diferenciacao dessas células e na liberacao
das suas citocinas, bem como na eosinopoiese induzida por antigenos (CHEN et al., 2000;
KANKAANRANTA et al.,, 1999).A inibicdo dessa MAPK pode evitar a eosinofilia pulmonar
induzida por alérgenos, hipersecrecdo de muco e hiperresponsividade das vias aéreas, efeitos
resultantes em parte da ativacéo de p38 na apoptose de eosindfilos e na producéo de citocinas
nas células do musculo liso das vias aéreas (CHUNG, 2011). Nossos resultados mostraram que
a expressao de p38 como uma caracteristica pré-inflamatoria da atividade pulmonar asmatica,
aumentou nos animais desafiados com a ovalbumina. O tratamento com a ouabaina foi capaz
de reduzir a expressao dessa MAPK, corroborando dados anteriores do nosso grupo, onde o
uso de doses pequenas da substancia, inibiu a p38 em diferentes populacbes celulares
(CAVALCANTE-SILVA et al., 2021; RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2008).
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram 0s mecanismos imunomoduladores da ouabaina
administrada via intraperitoneal na dose de 0,56 mg/Kg no protocolo experimental de asma do
tipo Th2 ". Podemos inferir que esses mecanismos envolvem a supresséo da via de sinalizacéo
intracelular da p38 MAPK. Adicionalmente, a inibicdo dessa via reduz parametros essenciais
para a inicializacdo do processo asmatico, como a expressao de IL-33 e TSLP, bem como
padrées de cunho crénico como o remodelamento das vias aéreas com fibrose e destruicdo
epitelial, mediados pelo TGF-B e pelo TNF-a. Assim, podemos concluir que a ouabaina como
um esteroide cardioténico imunomodulador, € capaz de reduzir as principais caracteristicas que

determinam o endotipo asmatico alérgico, conhecido como asma Th2 M.

Figura 7. Esquema representativo dos efeitos imunomodulatérios da ouabaina no modelo de asma TH2 Hi
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ANEXO 1: Certificado da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA t
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamo: que o projeto intitulado “Avalisgdo do efeito da ousbasina sobre »
neurcinflamagao induzida por asma severa” protocolo n® 100/2016 zob 3 responzabilidade
da pesquisadora Dra. Sendra Rodrigues Mascarenhas - que envolve a3 produgio,
manuteng3o e/ou a utilizag3o de animais pertencentes 30 filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientfica (ou ensino) — encontra-ze de acordo com
o3 preceitos da Lei n? 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de
julho de 2009, ¢ com a:z norma: editadas pelo Conszelho Nacional de controle da
Experimentag3o Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comizs 30 de £tica no Uso de Animais
da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB).

Vigéncia do Projeto 2017-2021
Ezpecie/linhagem Mus muscules Balb/c
NUmero de animais 187
idade/Pezo 4 zemanas - 18-22¢g
Sexo Fémeas
Origem Bioterio Thomas George — UFP|B

Prof. Dr. Ricardo Rom3o
CEUA-UFPB

CEUA-UFPB — Campus | - Reitonia - 12 andar - E-mail: ceusfIurod dr — Site: waw.Lfpd. br/ceva/



