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RESUMO

A asma alérgica é uma doenca respiratoria crénica, até 0 momento sem cura. Um aspecto
que dificulta o controle da asma, é a sua associagdo com ansiedade e depressdo. Essas
comorbidades estdo presentes em cerca de 50% dos pacientes com asma de dificil controle. A
angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)], um mediador importante do sistema renina-angiotensina, atenua o
remodelamento e hiper-reatividade das vias aéreas, além de estimular a resolugdo do processo
inflamatorio em modelo de asma crénica. Além disso, a Ang-(1-7) apresenta também efeito
ansiolitico/ anti-depressivo quando administrada no sistema nervoso central. O objetivo do
presente estudo foi avaliar se parte do efeito benéfico induzido pela Ang-(1-7) para o
restabelecimento da homeostasia pulmonar na asma poderia estar relacionado ao comportamento
emocional. Foram utilizados camundongos machos das linhagens Balb/c, C57BL/6J e animais
knockout para o receptor Mas (Mas KO), com 8 a 10 semanas de idade. Os animais foram
submetidos ao modelo experimental de asma alérgica e avaliagdo dos comportamentos do tipo
ansioso/depressivo, e parametros de inflamacdo pulmonar. Neste trabalho mostramos que o
tratamento de camundongos asmaticos com Ang-(1-7) oral ou intranasal, atenuou o
comportamento do tipo ansioso e parametros indicativos de inflamacéo pulmonar. Mostramos
ainda, que os efeitos benéficos da Ang-(1-7) administrada perifericamente ndo foram alterados
pela infusdo ICV com o antagonista, A-779. Além disso, a infusdo ICV com Ang-(1-7), ndo s6
preveniu os comportamentos do tipo ansioso e depressivo, como atenuou parcialmente a
inflamacédo pulmonar. Mostramos também que 0s animais asmaticos com dele¢do do receptor Mas
apresentaram parametros inflamatorios atenuados, e ainda sim exibiram comportamentos do tipo
ansioso/depressivo. Observamos ainda que o modelo experimental de asma provocou a reducdo
dos niveis de noradrenalina, adrenalina e dopamina nas regides do cértex e do hipocampo, que nao
foi modificada pelos tratamentos oral ou intranasal com Ang-(1-7). E por fim, observamos que o
tratamento por via oral com Ang-(1-7) preveniu o aumento da atividade neuronal em regides

relacionadas ao controle emocional, como o nucleo paraventricular do hipotalamo e o hipocampo.



Em conjunto, estes resultados indicam que a Ang-(1-7) combina efeitos anti-inflamatorios e
ansioliticos reforgando o interesse no desenvolvimento de novas formulagdes baseadas em Ang-

(1-7) para o tratamento de doencas inflamatorias.

Palavras chave: Asma, Inflamacéo, Angiotensina-(1-7), Ansiedade, Depresséo



ABSTRACT

Allergic asthma is a chronic respiratory disease without a cure up to this time. One aspect that
makes asthma control difficult is its association with anxiety and depression. These comorbidities
are present in approximately 50% of patients with difficult-to-control asthma. Angiotensin-(1-7)
[Ang-(1-7)], an important mediator of the renin-angiotensin system, attenuates airway remodeling
and hyperreactivity, in addition to stimulating the resolution of the inflammatory process in an
asthma model chronic. In addition, Ang-(1-7) also has an anxiolytic/antidepressant effect when
administered into the central nervous system. The objective of the present study was to evaluate
whether part of the beneficial effect induced by Ang-(1-7) for the restoration of pulmonary
homeostasis in asthma could be related to an improvement in emotional behavior. Eight to 10
weeks old male Balb/c and C57BL/6J mice strains and Mas receptor knockout animals (Mas KO)
were used. Animals were subjected to the experimental model of allergic asthma and to
evaluations of anxious/depressive behaviors and lung inflammation parameters. In this work we
showed that treatment of asthmatic mice with oral or intranasal Ang-(1-7) attenuated the anxiety-
and depression-like behaviors in association to reduction in parameters indicative of pulmonary
inflammation. We also showed that the beneficial effects of peripherally administered Ang-(1-7)
were not altered by ICV infusion with the Mas antagonist, A-779. Furthermore, ICV infusion with
Ang-(1-7) not only prevented anxiety- and depressive-like behaviors, but also partially attenuated
lung inflammation. We also showed that asthmatic animals with Mas receptor deletion had
attenuated inflammatory parameters, and still exhibited anxious/depressive behaviors. We also
observed that the experimental model of asthma caused a reduction in the levels of noradrenaline,
adrenaline and dopamine in the regions of the cortex and hippocampus, which was not modified
by oral or intranasal treatments with Ang-(1-7). Finally, we observed that oral treatment with
Ang-(1-7) prevented the increase in neuronal activity in regions related to emotional control, such
as the paraventricular nucleus of the hypothalamus and the hippocampus. Taken together, these

results indicate that Ang-(1-7) combines anti-inflammatory and anxiolytic and anti-depressive



effects, reinforcing the interest in the development of new formulations based on Ang-(1-7) for

the treatment of inflammatory diseases.

Keywords: Asthma, Inflammation, Angiotensin-(1-7), Anxiety, Depression
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1. INTRODUCAO

1.1. Sistema renina angiotensina

O Sistema renina angiotensina (SRA), é um sistema endécrino fundamental para o controle
da pressao arterial (PA) e balanco hidroeletrolitico (HALL, 1991). A renina, um dos componentes
desse sistema, € uma enzima circulante, liberada pelas células justaglomerulares dos rins
(WILKINSON-BERKA, 2008). Esta enzima € liberada em resposta a estimulos como PA baixa,
baixo teor de sodio e atividade do sistema nervoso simpatico [ativacdo do adrenoreceptor beta-
1J(MANRIQUE et al., 2009). A renina é responsavel por hidrolisar o angiotensinogénio
(globulina secretada pelo figado) em angiotensina | (Ang I; Asp-Arg?-Val3-Tyr*-1le®>-His®-Pro’-
Phe8-His®-Leu'®) (HUANG et al., 2006).

O principal produto deste sistema € o octapeptideo angiotensina Il (Ang I1; Asp*-Arg?-Val®-
Tyr*-11e®>-His®-Pro’-Phe®), majoritariamente formado a partir da acio da enzima conversora de
angiotensina (ECA) sobre a Ang | (SANTOS, et al., 2005). Sdo removidos dois aminoacidos C
terminais da Ang | para formar a Ang 11, além da acdo da ECA, a Ang Il também pode ser formada
por acdo de outras enzimas como a e quimase, tonina e catepsina D, por exemplo (BELOVA,
2000).

O eixo circulante principal do SRA é representado pela enzima conversora de angiotensina,
Ang Il e receptor AT1. O eixo Ang II/AT1 tem acdo vasoativa em todos 0S vasos sanguineos
(artérias e veias), pois contrai a musculatura lisa, aumentando a pressao arterial e a frequéncia
cardiaca. Além do papel na PA, a Ang Il é uma molécula versatil que esta presente em quase todos
0s sistemas, participando de processos fisiopatolégicos como ansiedade, depressdo, disfuncédo
endotelial, aterosclerose, inflamacéo e doengas pulmonares (ALMEIDA-SANTOS et al., 2016;
BILD; CIOBICA, 2013, GEISTERFER et al., 1988, MILLAR et al., 1994; KIM et al., 2000,

PEACH e DOSTAL., 1990, YVAN-CHARVET e QUIGNARD-BOULANGE., 2011).
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A Ang |1, também apresenta agdes via receptor ATz, no entanto sdo menos conhecidas, 0
que pode ser explicado pela sua menor expressdo quando comparado com o receptor AT1. Além
dessa diferenca de express@o, na maior parte das vezes as a¢des da Ang Il via AT, sdo antagonicas
as produzidas pela Ang Il via receptor AT: (SCHEUER e PERRONE, 1993). Muitos outros
peptideos do SRA ja foram descritos, como a Ang Ill, Ang IV, Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]
(SANTOS et al.,, 2000), Angiotensina-(1-9) (DONOGHUE et al., 2000) e Alamandina
(LAUTNER et al., 2013).

A Ang-(1-7) (Asp'-Arg?-Val3-Tyr*-1le®>-His®-Pro’) ¢ um heptapeptideo, predominantemente
formado através da acdo da ECA2 e tem seus efeitos fisiologicos mediados pelo receptor Mas, um
receptor acoplado a proteina G, identificado como sitio de ligagdo para Ang-(1-7) (SANTOS, et
al., 2003, 2005). A ECA2 participa da formacgéo de Ang-(1-7) de duas maneiras, primeiro agindo
diretamente na Ang Il clivando a fenilanina, e por consequéncia formando a Ang-(1-7) ou através
da clivagem do aminoécido leucina da por¢do C-terminal da Ang I, formando a Ang-(1-9) (RICE
et al., 2004; OCARANZA et al., 2006), que por sua vez pode ser convertida pela ECA, por
endopeptidase neutra (NEP) ou prolil-endopeptidase (PEP), também resultando em Ang-(1-7)
(SANTOS, 2014). Além disso, Ang-(1-7) pode ser formada diretamente a partir de Ang | por
PEP e NEP (VICKERS et al, 2002; SANTOS et al., 2005; ETELVINO et al., 2014).

Alguns efeitos apresentados pela Ang-(1-7) incluem ac¢des anti-inflamatdria, anti-fibrética,
anti-hipertensiva, anti-proliferativa, anti-arritmogénica, anti-angiogénica, antitrombdtica,
antioxidante e vasodilatadora, além de apresentar efeito na memoria e aprendizado (FERREIRA,
A. J; SANTOS; ALMEIDA, 2001; HELLNER et al., 2005; LAZARONI et al.,, 2012;
RODRIGUES-MACHADO et al., 2013; SANTOS, 2014; YANG et al., 2011). Assim 0 eixo
ECAZ2/ Ang-(1-7)/ Mas apresenta, a maioria das a¢des, opostas as da Ang Il. A figura 1 representa

a visao simplificada do SRA.
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Figura 1.Visao simplificada do Sistema Renina-Angiotensina (SRA). O SRA ¢ iniciado pela renina,
que é secretada pelas células justaglomerulares das arteriolas aferentes renais em resposta & diminuigéo da
perfusdo, em resposta a baixos niveis de sodio, ap6s estimulacdo do receptor Bl-adrenérgico ou apos
estimulacdo por 6xido nitrico ou prostaglandina. O precursor da renina pro-renina e a renina se ligam ao
receptor da pro-renina (PRR). Na circulag&o, a renina cliva o angiotensinogénio em angiotensina I (Ang 1).
A Ang | também pode ser gerada pela clivagem da Ang 1-12 pela enzima conversora de angiotensina
(ECA) ou pela quimase no tecido cardiaco. A cascata proteolitica resultante pode ser dividida em vias
candnicas e ndo candnicas. A via candnica € iniciada quando a ECA, ou quimase no coragao, cliva Ang |
em Ang Il. A ligacdo da Ang Il ou de seus produtos de clivagem Ang 111 ou Ang A ao receptor acoplado a
proteina G Ang Il tipo 1 (AT1R) leva a vasoconstricdo, aumento da pressao arterial e outros efeitos. A via
ndo candnica € iniciada pela clivagem de Ang | por ACE2 em Ang 1-9, que é posteriormente clivada em
Ang 1-7 (principalmente por ECA). Na via ndo canénica, a ligacdo de Ang II, Ang I1l, Ang 1-9, Ang 1-7
e Ang A ao AT2R neutraliza os efeitos mediados pelo AT1R. A Ang IV (gerada a partir da Ang 11l quando
clivada pela aminopeptidase N (APN)) esta envolvida tanto na via can6nica quanto na via ndo canonica e
se liga ao receptor da angiotensina 4 (AT4R), também conhecido como aminopeptidase regulada por
insulina. A ligacdo da Ang 1V ao AT4R tem efeitos antiapoptéticos e pro-inflamatorios e anti-inflamatdrios,
pois regula as respostas por inibigdo competitiva da enzima/receptor. A Ang 1-7 se liga aos receptores
MAS e ao receptor acoplado a proteina G (MRGD) relacionado a MAS, e a alamandina, que é gerada a
partir de Ang A ou Ang 1-7, também se liga a0 MRGD. Tanto Ang 1-7 quanto alamandina tém efeitos
anti-hipertensivos, anti-inflamatorios e antifibréticos. As vias RAS ndo canonicas e canbnicas podem se
contrabalangar. Por exemplo, Ang Il liga-se a AT2R (via ndo candnica) e AT1R (via candnica), mas exerce
um efeito mais robusto em AT1R. AT2R pode, no entanto, ser regulado positivamente durante condicOes
patoldgicas (BEKASSY et al., 2022).

1.2. Fisiopatologia da asma
A asma é uma doenca heterogénea caracterizada por hiperresponsividade brénquica,
remodelamento das vias aéreas, limitagdo do fluxo de ar, inflamagdo crénica e aumento da

producdo de imunoglobulina E (IgE) (MUCIDA et al., 2003). E considerada um problema
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mundial de satde publica, acometendo cerca de 300 milhdes de individuos ao redor do mundo. E
estimado que existam 20 milhdes de asmaticos no Brasil, anualmente ocorrem aproximadamente
350.000 internagBes por asma, sendo a quarta causa de hospitalizagdes pelo Sistema Unico de
Saude (Diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2022).

A fisiopatologia da asma é resultado de complexas interacGes entre alérgeno, mediadores
inflamatorios e células estruturais das vias aéreas (Figura 2). A resposta inflamatoria alérgica é
iniciada pelo contato com alérgenos ambientais (acaros, pélos de animais, fungos, pélen, poluicdo
do ar) com células apresentadoras de antigeno, que tem como funcdo apresentar o alérgeno ao
sistema imunoldgico. Ao entrarem em contato com os alérgenos os linfocitos T naive
(indiferenciados) diferenciam-se em linfocitos Th2 e produzem citocinas importantes para o inicio
e manutencdo do processo inflamatdrio, tais como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, TNF-a e
quimiocinas como CCL2 e CCL5 (FINKELMAN et al., 2010; HIDEAKI YAMAMOTO;
SEDGWICK JB; BUSSE WW., 1998; LASSALLE etal., 1993; WHITTAKER et al., 2002). Por
meio da producdo de IL-4 e IL-13, o linfocito T auxiliar faz com que os linfdcitos B sejam
estimulados a se diferenciarem em plasmécitos produtores de IgE especifica ao alérgeno
sensibilizante. Ao ser liberada na corrente sanguinea, a IgE se liga a receptores de alta afinidade
na membrana celular de mastocitos, basofilos e eosindfilos. Ao segundo contato com o alérgeno,
este se liga a membrana celular dos mastécitos, basofilos e eosinofilos, através de uma relacdo
antigeno-anticorpo, provocando a degranulacdo destas células. Em consequéncia ocorre a
liberacdo de histaminas, serotonina, leucotrienos e prostaglandinas, que desencadeiam a ativacédo
e recrutamento de células inflamatorias para o tecido pulmonar (HOLGATE; FINNERTY, 1988;

MUCIDA et al., 2003).
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Figura 2. Visdo simplificada da fisiopatologia da asma alérgica (Adaptado de Holgate e Polosa., 2008).
A patogénese da asma associa-se a mecanismos moleculares e celulares da inflamag&o alérgica pulmonar.
Em individuos predispostos, a exposi¢do inicial de células apresentadoras de antigenos (APC) ao alérgeno
leva principalmente a ativacdo de células T auxiliares 2 (TH2) especificas do alérgeno e a sintese de IgE,
que é conhecida como sensibilizacdo alérgica. ExposicOes subsequentes ao alérgeno causam recrutamento
e ativacdo de células inflamatdrias e liberagdo de mediadores, que sdo responsaveis por respostas alérgicas
precoces (agudas) e respostas alérgicas tardias. Na resposta alérgica inicial, minutos ap6s o contato com o
alérgeno, os mastocitos sensibilizados por IgE degranulam, liberando mediadores pré-formados e recém-
sintetizados. Estes incluem histamina, leucotrienos e citocinas, que promovem a permeabilidade vascular,
a contragdo do musculo liso e a producdo de muco. Os eosinofilos liberam um grande ndmero de
mediadores pré-inflamatérios e podem ser uma fonte importante de citocinas pré-inflamatorias, como
interleucina- 3 (IL-3), IL-5 e IL-13 (Holgate e Polosa., 2008).

A limitacdo do fluxo de ar, caracteristica da asma, € causada por fatores como a inflamacéo,
0 excesso de secrecdo mucosa e remodelamento (espessamento da parede das vias aéreas), além
da broncoconstricdo em resposta ao estimulo alérgico (WENZEL, 2012). Os medicamentos

padronizados para aliviar os sintomas da crise, geralmente sdo 2 agonistas, de curta acdo

inalatdria, corticosteroides e/ou brometo de ipratrépio (WENZEL, 2012). No entanto, quando ha
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obstrucdo das vias respiratorias por muco e broncoconstri¢do, reduzindo ainda mais o diametro
das vias aéreas, o sitio de acdo fica limitado e os medicamentos podem ndo corresponder a
demanda. E por esse motivo que a asma pode gerar hospitalizacdo e até mesmo morte subita

(JENDZJOWSKY et al., 2018; WENZEL, 2012).

1.3. O sistema renina-angiotensina e asma

Estudos recentes avancaram nossa compreensao sobre as acdes do SRA na fisiopatologia
daasma. A Ang I, pode ser produzida localmente nos pulmdes e apresenta um efeito direto sobre
as células musculares lisa das vias aéreas, potencializando a responsividade das vias aéreas, e
contribuindo para broncoconstricdo caracteristica da crise asmatica (MARSHALL et al., 2004;
MILLAR; NALLY; THOMSON, 1995; PHILLIPS et al., 1993). Além disso, o eixo Ang II/AT:
apresenta acOes pro-inflamatdrias, estimulando a producdo de moléculas como a interleucina-1
beta (IL-1B), aumentando a produ¢do de prostaglandinas e expressdo de receptor do tipo toll 4
(TLR-4), que iniciam a resposta inflamatoria e estresse oxidativo, além de exercer seus principais
efeitos cardiovasculares como vasoconstricdo (CATT et al., 1984; JI et al., 2009). Por outro lado,
0 bloqueio do receptor ATy, € capaz de atenuar a inflamacdo e a hiperresponsividade das vias
aéreas (MYOU et al., 2002).

O eixo ECA2/Ang-(1-7)/receptor Mas ganhou muito interesse nos Gltimos anos devido as
acOes anti-inflamatoria, anti-proliferativa e anti-fibrotica, que se opdem aos conhecidos efeitos
pro-inflamatorios do eixo ECA/Angll/receptor AT (GREGORIO et al., 2021; ZAIDAN et al.,
2022). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a administracdo de Ang-(1-7) ou um analogo
sintético do receptor Mas, AVE0991, atenuaram significativamente a inflamacdo e o
remodelamento pulmonar, além de melhorar a fungdo pulmonar em um modelo experimental de
asma cronica (I\/IAGALHAES et al., 2015, 2016, 2020, 2021; RODRIGUES-MACHADO et al.,
2013). A evidéncia de que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas modula a inflamacao foi corroborada em

outros modelos experimentais, incluindo acidente vascular cerebral isquémico (BENNION et al.,
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2015; REGENHARDT; BENNION; SUMNERS, 2014), aterosclerose (LI et al., 2016), fibrose
pulmonar (SHENOQY et al., 2010), lesdo pulmonar aguda (KEHOE et al., 2016; LU et al., 2016),
enfisema pulmonar (BASTOS et al., 2020), artrite (BARROSO et al., 2017; DA SILVEIRA et al.,
2010), leséo renal e nefropatia diabética (BARROSO et al., 2012; BERTONCELLO et al., 2015;
SILVEIRA et al., 2013). Mostramos também que a inflamag&o pulmonar alérgica foi agravada
em camundongos com delecéo genética do receptor Mas (MAGALHAES. et al., 2016), sugerindo
que a resolucdo da inflamacdo pode ser alterada na auséncia ou mal funcionamento do eixo
ECA2/Ang- (1-7) /Mas. Mais importante, estudos de nosso laboratério mostraram que a Ang-(1-
7) promove a resolucéo da inflamag&o pulmonar alérgica (MAGALHAES et al., 2018), na artrite

(BARROSO et al., 2017) e na pleurisia e peritonite (ZAIDAN et al, 2022).

1.4. Inflamagé&o e comportamento emocional

As emocdes podem ser definidas como um conjunto de fungdes centrais inter-relacionadas,
decorrentes de estados de recompensa e puni¢do (LEDOUX., 1987, ROLOS., 2001). A exposi¢ado
a eventos traumaticos e/ou estressantes, inclusive os estimulos que induzem medo e ansiedade,
resultam na ativacdo do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA) e por consequéncia dessa
ativacdo, ocorre a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (HAROON; RAISON; MILLER,
2012). A resposta inflamatéria no sistema nervoso central (SNC), promove efeitos
comportamentais, como reacao temporaria e controlada. No entanto, quando essa inflamacao
torna-se cronica, pode influenciar a excitabilidade neuronal, a liberacdo neurotransmissores, a
expressdo de receptores e transportadores através de hormonios periféricos e respostas
autondmicas, levando ao desenvolvimento de doencas neuropsiquiatricas (MICHOPOULOS et
al., 2017; SALIM; CHUGH; ASGHAR, 2012). Uma informacdo que auxilia a compreenséo do
papel das citocinas em doencas psiquiatricas, é que as citocinas podem modular a atividade
neuronal em regides especificas do cérebro, como amigdala, hipocampo, hipotalamo e cortex pré-

frontal, que ndo por coincidéncia, sdo as regides envolvidas no controle emocional
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(BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; ELENKOV et al., 2000).

A inflamacé&o periférica pode modular também a expressdo de citocinas no SNC. Estudos
jamostraram que citocinas periféricas como IL-1p, IL-1a, IL-6 e TNF-o podem permear o cérebro
através de transporte ativo mediado por transportadores saturaveis, e ativar células gliais em 6rgdos
circunventriculares, meninges e plexo coroide induzindo a producdo de mais citocinas pro-
inflamatorias no SNC (KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002; DANTZER et al., 2008).

Além disso, a informacdo de inflamacéo periférica na asma também pode chegar ao SNC
via aferéncia vagal ou por ativacdo do corpo carotideo (quimiorreceptor sensivel a alteracdes de
oxigénio no sangue). O corpo carotideo é inervado pelos nervos vago e glossofaringeo, e modula
respostas reflexas para regular a frequéncia cardiaca, a pressao sanguinea, intensidade e frequéncia
respiratéria (BARNES; 1986; UNDEM; CARR 2002; DENJEAN, 1991; MOORE; 2001). Ainda,
0s neurdnios sensoriais do pulmao detectam e transmitem a presenca de estimulos nociceptivos
(como alérgenos) para o0 SNC, séo eles os responsaveis pelo reflexo de tosse e pela modulagéo da
inflamac&o periférica pulmonar (BARNES, 1986; GEPPETTI et al., 2010; VASKO, 2002). Esse
efeito parece ser mediado por aferéncia vagal, uma vez que o nervo vago inclui neurdnios
sensoriais que inervam a maioria dos 6rgdos internos, e também pode expressar receptores de
citocinas pré-inflamatorias, como por exemplo, a IL-1. Ademais, o efeito do alérgeno sobre o
pulmao asmatico também envolve o tronco encefalico, dado que a vagotomia é capaz de inibir a
broncoconstri¢do em modelo experimental de asma (TRANKNER et al., 2014).

Uma vez que os sinais de citocinas atingem o cérebro, existe uma rica rede em astrocitos,
micrdglia e neurdnios, que produzem e expressam receptores de citocinas. Esses mediadores
inflamatorios sdo responsaveis por mediar a comunicacao entre o sistema imunoldgico e o cérebro,
e parecem coordenar a resposta celular aos desafios imunologicos e permitir mudancas
comportamentais necessarias para recuperagdo (MILLER; MALETIC; RAISON, 2009). Na
verdade, a ativacdo da micrdglia resulta em uma dualidade de eventos, um estado de ativacéo

classico, que induz a producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF, IL-1, IL-6, espécies
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reativas de oxigénio e 6xido nitrico, que exacerbam o estado inflamatdrio, e por outro lado, exerce
um estado de inflamacdo alternativo, direcionado para a funcéo anti-inflamatéria. Estes sinais
podem ainda ativar seus receptores e desencadear uma cascata inflamatéria, amplificando o sinal
inflamatorio periférico e exercendo o efeito central das citocinas, que podem afetar os sistemas
neuroimune, neuroenddcrino e comportamento (VOISIN; BOUVIER; CHIU, 2017). Estudos
clinicos e em animais, mostraram que a inflamac&o periférica também pode interromper a funcéo
normal da barreira hematoencefalica (BHE) por meio de vérias vias, levando a lesdes secundarias
respostas inflamatorias no SNC e desenvolvimento de doencas neuroldgicas (GALEA, 2021).

O equilibrio entre esses estados regula varias fun¢ées no SNC, como a manutencao da
neuroplasticidade, no entanto, o excessivo estado pré-inflamatorio interrompe multiplas fungdes
neuronais, incluindo sinalizacdo prejudicada de neurotransmissores € o0 bloqueio da sintese,
recaptagéo e liberagdo de neurotransmissores (STEPHAN; BARRES; STEVENS, 2012). Dessa
forma, resultam na disfungdo dos circuitos neuronais que envolvem emocdo e cognicédo

(DANTZER et al., 2008).

A ansiedade é descrita como um sentimento que causa preocupacdo, medo, nervosismo e
sofrimento antecipado. E uma reacdo fisiologica, frente & uma situacio especifica, que desperta
um sistema de alarme (GRAY, 1982). De acordo com Rosen e Schulkin (1998), a ansiedade
normal é identificada por respostas adaptaveis, que surgem frente a uma situacdo de perigo,
permitindo aos individuos dar a respostas mais adequadas (ROSEN; SCHULKIN, 1998). Por
outro lado, a ansiedade patoldgica, é expressa de forma exagerada, pela hiperexcitabilidade,
hipervigilancia e aumento da responsividade comportamental. ReacOes desproporcionais
persistentes, associadas a prejuizos sociais e ocupacionais (CRASKE; STEIN, 2016). E, portanto,
a intensidade que diferencia o estado de ansiedade normal e patologico.

Tanto a ansiedade normal, quanto a patologica, sdo compostas por trés elementos: resposta
fisioldgica, cognitiva e motora, que podem compreender um grande nimero de reagdes

(BARLOW, 1988). A principio; a resposta fisiologica da ansiedade inclui uma forte ativagdo do
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sistema nervoso autdbnomo, que se manifesta como queixas fisicas e comportamentos, relacionados
a pensamentos e sentimentos do individuo. Assim, cognitivamente, a ansiedade pode apresentar
distor¢des do estado de seguranga, receio e apreensao. Juntamente com a resposta motora, que €
caracterizada por comportamentos de esquiva, inquietacdo ou até mesmo imobilidade (BARLOW,
1988).

Apesar da literatura ser vasta, o0 mecanismo fisiopatolégico da ansiedade e de outros
transtornos psiquicos relacionados, ainda ndo estd bem esclarecido. Em uma revisdo sobre a
inflamacéo nos transtornos de medo e ansiedade, Michopoulos et al. (2017), discutem que 0s
achados sobre o papel das citocinas pré-inflamatorias periféricas sdo de certa forma contraditorios.
Por exemplo, enquanto alguns estudos observaram o aumento de TNF-o, IL-1 B e IL-6 em
transtornos relacionados a ansiedade (BRAMBILLA et al., 1994; HOGE et al., 2009; VIEIRA,
M. M. M. et al., 2010), outros estudos ndo encontraram alteragfes dessas mesmas citocinas
circulantes (WAGNER et al., 2015; VOGELZANGS et al., 2013). No entanto, Boscarino e
Chang, (1999) observaram que pacientes com transtornos de ansiedade tinham contagens de
linfocitos e células T acima da faixa média, bem como linfécitos de células T altamente
sensibilizados, mesmo 20 anos ap0s a exposicao traumatica. Neste mesmo estudo também foi
observado 0 aumento de proteina C reativa sérica, uma proteina sintetizada no figado em resposta
a inflamacdo (BOSCARINO; CHANG, 1999), indicando o papel importante da inflamagéo
periférica na génese das doencas emocionais. Assim como o observado em estudos utilizando
modelo animal. Por exemplo, a elevacdo da expressdo periférica de citocinas foi associada ao
aumento de comportamento do tipo ansioso em camundongos (SAKIC et al., 1994; SCHROTT;
CRNIC, 1996). Em resposta a estimulos estressores, o eixo HPA tem a fungdo de secretar
glicocorticoides afim de prevenir o estado inflamatorio. No entanto, quando a acdo dos
glicocorticoides € inibida, contribui ainda mais para o estado pré-inflamatério do SNC, que pode
influenciar os sistemas de neurotransmissores, neurocircuitos e, contribuir para a manutengéo dos

sintomas de medo e ansiedade.
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A depressao e a ansiedade parecem ser processos inter-relacionados, uma vez gque o estresse
estd implicado na etiologia tanto da ansiedade quanto da depressdo ou é consequéncia delas
(ANISMAN; ZACHARKO, 1982). A comorbidade do transtorno de ansiedade e a depressao é
muito alta, com 74% dos pacientes deprimidos apresentando sintomas de ansiedade, enquanto 61%
dos pacientes ansiosos apresentam sintomas de depressdo (ALMEIDA_FILHO et al.,2007).

A patogénese da depressdo esta relacionada a diferentes tipos de transtornos mentais,
compartilhando algumas alteragbes biologicas (BELMAKER; AGAM, 2008). Nas ultimas
décadas, evidéncias apontaram a disfungdo da transmissdo monoaminérgica, como a hipdtese mais
prevalente na fisiopatologia da depressdo/ ansiedade, devido a reducdo das concentragdes de
serotonina (5-HT), norepinefrina (NE) e dopamina (DA) (DELGADO, 2000; HINDMARCH,
2001; SULSER; WATTS; BRODIE, 1962). Uma das evidéncias do envolvimento da
noradrenalina, em transtornos psiquiatricos como ansiedade e depressdo, € que as regifes do
hipocampo, amigdala, PAG, cortex, hipotdlamo e essencialmente todas as regides corticolimbicas
envolvidas na integracdo da resposta a ansiedade, sdo fortemente invervadas por projecoes
noradrenérgicas (ASTON-JONES; CHIANG; ALEXINSKY, 1991; LINDVALL; BJORKLUND;
SKAGERBERG 1984; SCHATZBERG et al., 1981). A serotonina, por sua vez, € frequentemente
apontada como o principal neurotransmissor envolvido na fisiopatologia da ansiedade, dessa
forma, os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina, inibidores seletivos de recaptagéo de
serotonina e noradrenalina e benzodiazepinicos, por exemplo, sdo considerados medicamentos
benéficos para combater transtornos de ansiedade (TYRER; BALDWIN, 2006). No entanto,
alguns estudos mostraram que a deplecdo de triptofano, precursor da serotonina, ndo induziram
ansiedade (GRAEFF, 1997; MILLER; DEAKIN; ANDERSON, 2000). A 5-HT tem um papel um
tanto controverso, Deakin e Graeff, (1991) propuseram que a serotonina exerceria dois papeis nos
estados de ansiedade, um papel na modulagéo de respostas defensivas com um importante sentido
adaptativo. Desse modo, foi postulado que sinais de perigo estimulariam o sistema de defesa

através da amigdala e ativariam neurdnios serotoninérgicos situados nos nudcleos dorsais da rafe,
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gue por sua vez inervam a amigdala e a substancia cinzenta periaquedutal. Desse modo, 0 aumento
de serotonina na amigdala produziria um efeito ansiogénico e na substancia cinzenta
periaqueductal dorsal, ansiolitico (DEAKIN; GRAEFF, 1991). Além disso, outros estudos
apontaram para alteragdes na transmissdo de transmissores GABAérgicos e/ou glutamatérgicos,
alteracOes de citocinas e esterdides e desregulacdo do ritmo circadiano (ANTONIJEVIC, 2006;

RESSLER; NEMEROFF, 2000; NUTT et al., 2002).

O estresse, a ansiedade e a depressdo tem efeitos parecidos no eixo HPA e no sistema
funcional de catecolaminas (STECKLER; HOLSBOER, 1999). Em resposta a ativagdo do eixo
HPA por estimulos estressores (estresse agudo ou crénico, por exemplo), os neurénios do ndcleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) geram e liberam o fator liberador de corticotropina (CRF),
que promove a secrecdo de adrenocorticotropina (ACTH) da hipofise anterior (NESTLER et al.,
2002). Portanto, a superativagdo do eixo HPA contribui para os sintomas depressivos
principalmente através do aumento dos niveis de cortisol no sangue e aumento da transmissdo de
CRF nas regides do cérebro (ARBORELIUS et al., 1999).

O comportamento emocional e a inflamacé&o se encontram no tronco encefalico. A primeira
area de integracdo é o nucleo do trato solitario (NTS), um importante nicleo bulbar que processa
diversas informacfes sensoriais. O NTS recebe informacdes dos nervos glossofaringeo, facial,
vago e trigémeo. Além disso, ainda recebe informacgdes de PA via barorreceptores adrticos e
carotideos, e de quimiorreceptores carotideos. O NTS emite projecOes para diversas areas entre
elas, a regido rostoventrolateral bulbar (RVLM) e para 0 PVN (KAWANO; MASUKO, 2010;
SCHNIEDER et al., 2014

O PVN parece ser o ponto em comum entre o0 estresse, a ansiedade, a depressdo e a
inflamacéo (Figura 3). Os estimulos que chegam ao PVN, area muito importante na resposta ao
estresse, resultam na ativacdo do eixo HPA, gerando uma resposta ao estimulo inicial (como a
inflamacédo periférica proveniente da asma alérgica) (BOROVIKOVA et al., 2000; PAVLOV;

TRACEY, 2017). Com a ativacdo do eixo HPA, a regido do PVN estimula a producdo de
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corticotropina, que por sua vez promove a secrecao de adrenocorticotropina (ACTH) pela hipdfise
anterior. Uma vez na corrente sanguinea, 0 ACTH vai atuar nas glandulas adrenais e promover a
liberacdo de cortisol. O cortisol em altas concentracdes apresenta efeito anti-inflamatério
(reduzindo também a liberacdo de histaminas) e imunossupressor, além de inibir a ativacdo do
eixo HPA (ARBORELIUS et al., 1999; NESTLER et al., 2002), configurando o reflexo anti-
inflamatorio mediado pela resposta aferente vagal. Por outro lado, com o tempo e com exposicao
continua a estressores, a funcao do eixo HPA e sistema imunolégico podem se tornar desreguladas
(MICHOPQULOS et al., 2017). A ativagdo do nervo vago pode ativar ainda mais o ndcleo
parabraquial (nucleo envolvido no controle da ventilacdo pulmonar) e as regides limbicas do
cérebro através de suas projecBes, aumentando assim 0s niveis de citocinas no centrais
(DANTZER et al., 2008).

Somado a isso, uma série de descobertas em neurociéncias, delinearam os circuitos neurais
que englobam as estruturas corticais e subcorticais, responsaveis pela geracdo das emocgoes
humanas. Atualmente é aceito que as seguintes areas participam da maioria dos processos
emocionais: coértex pré-frontal, amigdala, cértex cingulado anterior, hipocampo e insula
(DAVIDSON, 2003; ROXO et al., 2011). Sendo que, a amigdala é considerada um centro neural
essencial para a modulagédo dos comportamentos de ansiedade (ASAMI et al., 2018). Estudos
sobre o condicionamento do medo, em modelos animais, evidenciaram que 0s principais papeéis
de dois nucleos da amigdala, a amigdala basolateral (BLA) e o ndcleo central da amigdala (CeA),
estdo envolvidos na ansiedade. O BLA integra informacdes sensoriais do ambiente e, por meio de
suas projecdes, excita 0 CeA. A amigdala subsequentemente desencadeia respostas defensivas
por meio de projecdes eferentes para regides como a estria terminal, o hipocampo, o corpo estriado
ventral, o cortex orbitofrontal, a substancia cinzenta periaquedutal e o hipotdlamo ( LEDOUX,
2000; ROBINSON et al., 2019).

O hipocampo, por sua vez transmite informacgdes contextuais sobre a ameaca ambiental ao

cortex pré-limbico (ADHIKARI, 2010; SWANSON, 1981). Além disso, estudos usando tarefas
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de conflito operante sugeriram que o hipocampo tem um papel fundamental na tomada de decisdes
em situacfes em que ha um conflito entre a aproximacdo de recompensas e a fuga de punicoes,
um cenario que induz ansiedade em todas as espécies (ITO, LEE 2016). E por fim, as regifes do
cortex pré-frontal também estdo envolvidas na ansiedade por meio de seu papel na memoria de

trabalho (TCHANTCHOU et al., 2017).
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Figura 3. Resumo grafico: inflamacdo e comportamento emocional. A inflamacdo periférica
relacionada a asma alérgica pode induzir a neuroinflamac&o e resultar em alteracfes psiquiatricas como a
ansiedade e a depressdo. Os mediadores inflamatdrios no pulméo podem se ligar a receptores seletivos das
terminacOes nervosas aferentes, causando ativacdo de areas cerebrais, ativacdo de micrdglia e liberacéo de
neurotransmissores. Outra possibilidade, seria mediadores inflamatdrios alcancarem o SNC via areas
desprovidas de BHE, ou via aferéncia vagal se projetando para o NTS. Dessa forma, o sinal inflamatério
periférico, ativaria células microgliais, gerando a neuroinflamacéo. A neuroinflamacéo por sua vez, pode
influenciar a excitabilidade neuronal, liberacdo de neurotransmissores e expressao de receptores. As
alteracOes desencadeadas pela inflamagdo no SNC em regifes como amigdala, hipocampo, hipotalamo e
cortex pré-frontal (&reas responsaveis pelo controle emocional) poderiam ser responsaveis por gerar 0S
comportamentos do tipo ansioso e depressivo.
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1.5. Asma e alteragéo no comportamento emocional

Um aspecto que agrava o controle da asma, € a sua associagao com ansiedade e depressao.
Estes fatores psicoldgicos apresentam interferéncia no manejo da asma, e dessa forma, elevam os
gastos com a doenca para o sistema de saude (CAMPANHA,; FREIRE; FONTES, 2008; MOZZINI
MONTEIRO et al., 2016). Estudos anteriores mostraram que o custo direto com a asma (servicos
de saude e medicacdo) foi duas vezes maior em pacientes com asma ndo controlada em relacdo
aos pacientes com asma controlada, sendo que a falta de controle esta diretamente relacionada com
a utilizacdo dos servicos de saude (MOZZINI MONTEIRO et al., 2016). Essas comorbidades
estdo presentes em cerca de 80% dos pacientes asmaticos (DI MARCO et al., 2010; MOZZINI
MONTEIRO et al., 2016). Além disso, a ansiedade esta presente em 50% dos pacientes com asma
de dificil controle (VIEIRA, ADHIKARI; TOPIWALA; GORDON et al., 2011). Somado a isso,
pacientes com asma grave e comorbidades psiquiatricas tem cerca de 11 vezes mais chance de
terem exacerbacdes e 5 vezes mais chance de serem hospitalizados em um ano (BRINKE et al.,
2001).

A associacdo entre asma e ansiedade também foi investigada em modelo animal. Basso et
al. (2003) mostraram pela primeira vez a existéncia de comunicagao neuro-imune em um modelo
de alergia alimentar. Neste estudo, os animais alérgicos exibiram maior comportamento do tipo
ansioso nos testes de campo aberto e labirinto em cruz elevada, evitaram o contato com o alérgeno
no teste de preferéncia por sacarose e ainda apresentaram aumento da atividade de c-Fos em
neurdnios do PVN e CeA, regides do SNC que estdo envolvidas em padrdes comportamentais
relacionados ao controle afetivo e emocional. Costa-Pinto et al., (2007) mostraram que
camundongos com alergia alimentar, exibiram também comportamento mais ansioso, aumento de
corticosterona sérica e maior marcacdo Fos positiva em nucleos relacionados ao controle
emocional. Em outro estudo, camundongos submetidos a inflamac&o pulmonar alérgica

apresentaram aumento de atividade do PVN e CeA, e evitaram entrar em um compartimento
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previamente associado ao alérgeno, ovoalbumina que foi utilizado para inducéo da inflamacao
pulmonar alérgica cronica (COSTA-PINTO et al., 2005). Estes estudos mostraram também que a
atividade dessas regibes cerebrais e 0o comportamento que se segue ao desafio alergénico
dependem da presenca de anticorpos IgE e da degranulacao de mastocitos (COSTA-PINTO et al.,
2005 e 2007; BASSO et al., 2003).

Este condicionamento também ja havia sido demonstrado em humanos. Em 1886,
Mackenzie observou que pacientes alérgicos desencadeavam crises em frente a uma rosa de
plastico, o que foi chamado de “efeito da rosa”. Sem saber se a rosa era verdadeira ou ndo, o
comportamento natural era evitar a qualquer esta fonte de alergia ou mesmo, a imagem da fonte
(JOHN NOLAND MACKESZIE, 1886). Esta observacao foi uma das primeiras evidéncias da
existéncia de uma comunicagao neuroimune, ou seja, que as rea¢cdes pulmonares alérgicas podem
alterar a atividades de vias no SNC (COSTA-PINTO, FREDERICO AZEVEDO et al., 2005).

Dehdar et al. (2019) mostraram também em modelo de asma alérgica induzida por OVA,
que ratos sensibilizados apresentaram maior comportamento do tipo ansioso, maior ativacao de
microglia e astrocitos, reducdo no volume da amigdala, além do aumento da atividade elétrica no
cortex medial pré-frontal e amigdala. Sugerindo que os desafios imunoldgicos periféricos, para
estimular os sintomas alérgicos da asma, também alteram a atividade do cortex pré-frontal,
hipocampo e amigdala e a atividade das células imunes no cérebro (DEHDAR et al., 2019).
Indicando possiveis mecanismos envolvidos na patogénese de distarbios emocionais relacionados
ao quadro asmatico.

Em outro estudo em modelo de asma, Zuang et al. (2018) observaram que camundongos
fémeas apresentaram maior comportamento do tipo ansioso, reducdo de projecdes dendriticas
(comprimento e quantidade) hipocampais e aumento da expressdo de fator neurotrofico derivado
do cérebro no hipocampo. No entanto, ap6s um tratamento com budesonida (glicocorticoide anti-
inflamatorio), o comportamento do tipo ansioso e o efeito sobre a quantidade de projecdes foram

atenuados, mas ndo o comprimento dos dendritos ou a expressao de fator neurotréfico derivado do
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cérebro (ZHUANG et al., 2018). Os autores descreveram que esses dados sugerem que o
tratamento com corticoides melhorou os sintomas comportamentais associados a asma alérgica,
mas ndo alterou o prejuizo da fungdo hipocampal associada a asma. O hipocampo é uma regido
que possui muitos neurdnios serotoninérgicos, no entanto, a densidade de receptores do tipo 5-
HT(1) no hipocampo e na amigdala parece estar reduzida em individuos deprimidos
(CHEETHAM et al., 1990); enquanto, o receptor 5-HT(2) é regulado positivamente (MIKUNI et
al., 1992).

Lechin et al. (1996) correlacionaram a gravidade clinica da asma a niveis de serotonina,
norepinefrina, epinefrina, dopamina e cortisol livres no plasma, que se apresentaram
significativamente mais elevados em pacientes asmaticos sintomaticos do em pacientes
assintomaticos. Mais do que isso, 0s pesquisadores concluiram que a serotonina livre foi o Unico
fator neuroenddcrino intimamente associado a gravidade clinica e fungdo pulmonar, visto que a
concentracdo de serotonina livre em pacientes sintomaticos com asma se correlaciona
positivamente com o estado clinico e negativamente com funcdo pulmonar. Assim, os autores
postularam que reduzir a concentracdo de serotonina livre no plasma pode ser Gtil no tratamento
de pacientes com asma (LECHIN et al., 1996; PRETORIUS, 2007).

Em outro estudo, 69 criancas com asma foram designadas de forma aleatdria receber
Tianeptina (uma droga conhecida por ser capaz de reduzir os niveis de serotonina livre no plasma
e aumentar recaptacdo neural pré-sindptica) e/ou placebo em um estudo cruzado duplo-cego que
durou 52 semanas. Os resultados indicaram que a Tianeptina provocou uma reducdo da
classificacdo clinica, dos niveis plasmaticos de serotonina livre e aumento da funcdo pulmonar,
suprimindo a asma (LECHIN et al., 1998). A Tianeptina aumenta a recaptagdo neural pré-
sinaptica de 5-HT e, portanto, diminui a neurotransmissao serotoninérgica, resultando em uma
diminuicdo da serotonina no cérebro (NICKEL et al., 2003; PRETORIUS, 2007).

Silva (2012) aponta que o fator psicoldgico apresenta um papel importante na asma

brénquica, como elemento precipitante das crises ou na progresséo da doenca (SILVA, 2012). O
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componente emocional, portanto, parece ter influéncia em trés aspectos do quadro asmatico: no
desencadeamento das crises, na persisténcia ou agravamento das crises e na resisténcia ao
tratamento (DI MARCO et al., 2010; SILVA, 2012; VIEIRA, A. A.etal., 2011). Existem algumas
situagBes no quadro asmatico que podem induzir a um quadro de ansiedade, por exemplo, durante
um ataque, quando a dificuldade de respirar é considerada ameagadora, isso pode ser um gatilho
para o estado de ansiedade (THOREN; PETERMANN, 2000). Além disso, a associacao entre
asma e ansiedade pode atrapalhar a percepcao dos primeiros sinais de resisténcia das vias aéreas,
e por consequéncia dificultar o controle da crise asmatica (TILLER, 1990).

Embora esta interagcdo ainda ndo esteja bem elucidada, fica evidente que controlar a
ansiedade é importante para o tratamento do paciente asmatico. No entanto, os medicamentos
utilizados para controle de psicopatologias, como a ansiedade e a depressao, ndo séo ideais para o
tratamento da asma, e vice-versa. Por outro lado, embora ainda controverso, ha estudos que
mostram que o tratamento com corticoides agrava os distirbios de comportamento (MOZZINI
MONTEIRO et al., 2016). Assim, desta forma um medicamento que combine os efeitos anti-
inflamatorios e ansioliticos seria muito apropriado para pacientes asmaticos que apresentam

comorbidades psicopatolégicas.

1.6. O SRA e alteracdo de comportamento emocional

O SRA também esta envolvido na fisiopatologia de transtornos de psiquiatricos, como
ansiedade e depressdo (ALMEIDA-SANTOS et al., 2016; BILD; CIOBICA, 2013). Ratos com
niveis reduzidos de angiotensinogénio no cérebro apresentaram comportamentos similares a
ansiedade e depressdo. No entanto, esses comportamentos foram revertidos apos infusao
intracerebroventricular (ICV) de Ang-(1-7) (KANGUSSU et al., 2013). Ademais, outros estudos
mostraram que camundongos com a delecdo genética do receptor Mas apresentaram maior
comportamento do tipo ansioso quando submetidos ao teste de labirinto em cruz elevada,

indicando a importancia do eixo contra-regulatorio sobre o comportamento emocional
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(WALTHER et al., 1998). Além disso, a auséncia de precursores para a formacdo de Ang Il
podem reduzir o comportamento depressivo (OKUYAMA et al., 1999), assim como a inibi¢ao
farmacoldgica da ECA (GIARDINA; EBERT, 1989).

Kangussu et al. (2017) mostraram também que um rato transgénico que tem niveis
circulantes aumentados de Ang-(1-7) apresentou reducdo do comportamento ansioso. Mais
importante, neste estudo foi mostrado que o tratamento ICV com A-779 abole esse
comportamento. Neste sentido, diversos estudos apontam que a maior expressdao do eixo
ECA2/Ang-(1-7)/receptor Mas apresenta um importante efeito ansiolitico e antidepressivo em
contrapartida com ativacdo do eixo Ang Il/ receptor AT: (ALMEIDA-SANTOS et al., 2016;
BILD; CIOBICA, 2013; GIARDINA; EBERT, 1989; KANGUSSU et al., 2013; OKUYAMA et
al., 1999; VIAN et al., 2017; WALTHER et al., 1998; WANG et al., 2016).

A fisiopatologia da asma ja esta bem caracterizada em humanos e modelos experimentais,
no entanto, pouco se sabe a respeito da influéncia da asma na atividade cerebral e sobre
comportamentos emocionais ou de enfrentamento ao estresse (COSTA-PINTO, FREDERICO
AZEVEDO et al., 2005). Nas ultimas décadas, estudos mostraram correlagdo entre a asma e niveis
elevados de ansiedade/depressdo, especialmente mostrando que as crises asmaticas estdo
associadas a mudancas no estado emocional e aumento dos niveis de ansiedade/depressao (DI
MARCO et al., 2010; VIEIRA, A. A. et al., 2011). Somado a isso, cerca de 70% dos pacientes
asmaticos apresentam algum transtorno emocional (ROCHA et al., 2021; VIEIRA, A. A. et al.,
2011). Estes dados evidenciam a importancia do controle da emocional para o tratamento da asma.
No entanto, poucos estudos da literatura apresentam alguma solucéo para esse tema.

Nesse sentido, investigar 0s mecanismos envolvidos na interacdo asma e
ansiedade/depresséo, é importante para 0 melhor entendimento da fisiopatologia dessa doenca e
para identificar novas e, ainda necessarias, estratégias terapéuticas. Portanto, o conhecimento de

mediadores enddgenos, que apresentam efeitos anti-inflamatorio, anti-fibrético, pré-resolutivo e
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ainda, ansiolitico, pode levar ao desenvolvimento de ferramentas mais efetivas para o controle e o

tratamento da asma.

2. OBJETIVO

Caracterizar o efeito ansiolitico da Ang-(1-7) em modelo murino de asma, avaliando se a

Ang-(1-7) poderia apresentar efeito benéfico adicional para o tratamento da asma alérgica,

atenuando a ansiedade, uma comorbidade importante associada a esta doenca.
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3. ESTRATEGIAS EXPERIMENTAIS:

Protocolo 1: Avaliar o efeito do tratamento periférico (via oral ou intranasal) com a Ang-(1-7)

sobre o comportamento do tipo ansioso/depressivo de animais submetidos a inflamagéo pulmonar

alérgica. Neste protocolo foram avaliados:

- Comportamento do tipo ansioso/depressivo por meio dos testes de campo aberto e suspensao
pela cauda;

- Indice de inflamag&o pulmonar por meio da avaliagdo do grau de infiltracdo de leucdcitos no

lavado broncoalveolar (LBA) e pulméo.

Protocolo 2: Avaliar o comportamento de animais transgénicos, com delecdo do receptor Mas,

submetidos a modelo experimental de asma. Neste protocolo foram avaliados:

- Comportamento do tipo ansioso/depressivo por meio dos testes de campo aberto e suspenséao
pela cauda;

- Indice de inflamag&o pulmonar por meio da avaliacdo do grau de infiltragdo de leucocitos no

lavado broncoalveolar (LBA) e pulméo.

Protocolo 3: Avaliar se o efeito ansiolitico da Ang-(1-7) se restringe a melhora da inflamacéo
pulmonar ou se esta associado a efeito central direto. Para isso, foi realizado i) infusdo ICV de
Ang-(1-7) em animais asmaticos; ii) infusdo ICV do antagonista do receptor Mas, o A-779, em
animais asmaticos tratados com Ang-(1-7) por via oral ou intranasal. Nestes grupos foram
avaliados:

- Comportamento do tipo ansioso/depressivo por meio dos testes de campo aberto e suspenséo

pela cauda;
- Indice de inflamag&o pulmonar por meio da avaliagdo do grau de infiltracdo de leucécitos no

LBA e pulméo.
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Protocolo 4: Avaliar o efeito do tratamento oral com a Ang-(1-7) sobre a ativacdo de areas
cerebrais envolvidas no comportamento ansioso de animais submetidos a inflamagéo pulmonar

alérgica, determinando a atividade de c-Fos em areas cerebrais, tais como, hipocampo e PVN.

Protocolo 5: Dosar mediadores cerebrais sabidamente relacionados com ansiedade/ depressédo em
animais asmaticos tratados com Ang-(1-7) por via oral ou intranasal, com o objetivo de explorar

0s mecanismos centrais envolvidos no efeito ansiolitico da Ang-(1-7).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Nesse estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/c, entre de 8-10
semanas de idade, obtidos do Centro de Bioterismo (CeBio), do Instituto de Ciéncias Biologicas
(ICB), da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Utilizamos também animais
transgénicos (genotipados), com delecéo do receptor Mas (Mas KO) e camundongos C57BL/6J,
entre de 8-10 semanas de idade, fornecidos pelo biotério de animais transgénicos do Laboratério
de Hipertensdo, do ICB/UFMG. Todos os animais foram mantidos no biotério de experimentacao
animal do Departamento de Fisiologia, em estante ventilada, ciclo claro-escuro de 12/12h com
acesso livre a racdo e agua. Os protocolos realizados neste estudo foram submetidos a aprovacao

pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o protocolo ndimero 290/2018.

4.2. Inducédo de inflamacado pulmonar alérgica.

Para inducéo de inflamac&o pulmonar alérgica, os animais foram imunizados e desafiados
com OVA, de acordo com o método padronizado em nosso laboratério por Magalhdes et al.,
(2018) e esta mostrada na Figura 4. Inicialmente, os camundongos foram imunizados por meio de
injecdo intraperitoneal (i.p.), com 0,2 ml de uma solugao contendo 100 ug de OVA e hidroxido de
aluminio (2%), no 0 e 7°dia. Do 12°ao 18°dia, 0s animais dos grupos alérgicos foram anestesiados
diariamente com isoflurano 5%, e 10ug OVA 1% diluida em solucdo tampédo fosfato era
administrado por via intranasal no volume de 20 pl por animal. Para o Gltimo desafio, no 19° os
animais eram individualmente desafiados por nebulizacdo com OVA 1%, como parte do protocolo
do teste comportamental de esquiva passiva, que ndo foi incluido na tese. Os animais do grupo
controle receberam PBS, 0,2 ml i.p. e 20 ul intranasal (ou nebulizagdo) nos mesmos intervalos de

tempo dos grupos alérgicos.
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Modelo experimental de asma alérgica

Imunizagdo Nebulizagdo com OVA 1%
100 pg de OVA i.p + 2% |
de Hidroxido de

aluminio diluido em PBS

Ang-(1-7) 60pg/kg foral) [0} grupo controle foi
Ang-(1-7) 30pg/kg (nasal)

Campo aberto e Suspensdo pela cauda

sensibilizado com PBS e

Tratamento desafiado com salina
(I) 7 12 18 192021
Diasi I | ;__
Sensibilizacdo Sensibilizacao \ ‘l' | . Coleta de tecidos
Desafios via intranasal + Sangue
(OVA 1%) * Lavado broncoalveolar (LBA)

+ Pulméo

* Cérebro

Figura 4. Protocolo de modelo animal de asma alérgica e tratamentos com Ang-(1-7) por duas
diferentes vias periféricas (oral 60ug/kg e intranasal 30ug/kg).

4.3. Administracdo de Ang-(1-7) ou do antagonista do receptor Mas

A Ang-(1-7) foi administrada diariamente por via oral (gavagem) na dose de 60 pg/kg
incluida em 92 pg/Kg de hidroxipropil-ciclodextrina (HPBCD) e administrada no volume total de
100pl ou por via intranasal na dose de 30 pg/kg de Ang-(1-7) incluida em 46 pg/Kg de HPBCD
(administrada no volume total de 20 ul) logo apds a administracdo de OVA no periodo de desafio,
sendo que o tratamento com Ang-(1-7) via intranasal era realizado 30 minutos ap6s o desafio com
ovalbumina. As doses de Ang-(1-7) para administracdo oral e intranasal foram escolhidas com
base em estudos prévios de nosso laboratorio. Os animais ndo tratados receberam 92 ug/Kg de
HPBCD diluida em agua (via oral) ou 46 pg/Kg de HPBCD em salina 0,9% (intranasal)
(MAGALHAES et al., 2018; 2016; 2015; RODRIGUES-MACHADO et al., 2013). Ang-(1-7)
(50 ng/h) ou A-779 (200 ng/h) foram infundidos no ventriculo lateral (ICV) através de
minibombas osmoticas (ALZET, modelo 1007D; 0,5 puL/h ou modelo 2002; 0,25 uL/h). As
minibombas foram preenchidas com solugdo contendo Ang-(1-7) ou A-779, 24h antes de sua

implantacéo de acordo com instrucdo do fabricante.
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4.4. Canulagéo do ventriculo lateral

Para a infuséo ICV, no 9° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos a
canulacéo do ventriculo lateral (Figura 5). Para isso canulas metalicas (3,2 mm de comprimento)
confeccionadas com dispositivo para infusdo endovenosa (27G) foram implantadas em animais
anestesiados (60 mg/kg de cetamina associado a 8 mg/ kg de xilasina) no ventriculo lateral direito
(0,5 mm posterior e 1,0 mm lateral ao bregma e 2,0 mm abaixo da superficie do 0sso) com auxilio
de estereotéxico (David Kopft). Apds o procedimento cirdrgico, os animais receberam uma dose
subcutdnea de tramadol (12,5mg/kg). Os parametros utilizados para a canulagdo do ventriculo

lateral foram estabelecidos pelo atlas de Paxinos e Watson (2002).

Conexao da
minibomba
Testes
comportamentais OAng-(l-?)
@ -~
Tratamento ICV f,-"
0 7 9 11 12 17 192021
" i HHHHHH
Sensibilizagdo Sensibilizagdo \ Y J . . Coleta de tecidos

Desafios intranasal
(OVA 1%) / Tratamentos
periféricos

Estereotaxia

Figura 5. Protocolo de inducéo de asma alérgica e cirurgia estereotaxica para implantar minibomba
osmdtica via ICV (Ang-1-7 ou A-779) em camundongos submetidos ao modelo experimental de asma
alérgica.

4.5. Teste em campo aberto
O teste em campo aberto é muito utilizado para avaliar a atividade locomotora e
comportamento do tipo ansioso, é baseado na exposi¢do do animal a uma situagdo de estresse, de

maior ou menor intensidade (um ambiente novo), para medir as respostas comportamentais
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(ANISMAN; ZACHARKO, 1982; BREMNER, 1999; PEETERS; BROEKKAMP, 1994). Neste
teste, os camundongos foram individualmente posicionados em uma arena de acrilico (30cm X
30cm) demarcada por 9 quadrantes e o numero de cruzamentos nos quadrantes foi mensurado
durante 5 minutos (Figura 6). Segundo Choleris et al., (2001) a redu¢do na ambulagdo (nimero
de cruzamentos) indica comportamento do tipo ansioso (CHOLERIS et al., 2001). Além da
locomocdo, um pardmetro utilizado para avaliar a ansiedade, é contabilizar o ndmero de
levantamentos (Stand up). Ou seja, quantas vezes o animal se apoia apenas nas patas traseiras.

Quanto menor o nimero de levantamentos, maior o comportamento do tipo ansioso.

30cm

| 30cm |

Figura 6. Imagem ilustrativa do teste em campo aberto.

4.6. Teste de suspensao pela cauda

O teste de suspensdo pela cauda é amplamente utilizado para avaliar o comportamento do
tipo depressivo, pois é capaz de induzir o modelo de desespero comportamental (THIERRY et al.,
1986). O procedimento consistiu em suspender cada animal pela cauda, com o auxilio de uma fita
adesiva, em uma caixa de acrilico na altura de 30cm, de maneira tal que o animal permanecesse
com a porgdo ventral do corpo voltada para o avaliador. Cada animal permaneceu nesta posi¢ao

durante 5 min. Foi cronometrado o tempo de imobilidade que incluiu auséncia de movimentos
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bruscos (o animal podia movimentar levemente a cabeca ou as patas dianteiras, sem que mexesse

0 corpo) ou auséncia total de movimento (Figura 7).

Mobilidade Imobilidade

30cm

Figura 7. Imagem ilustrativa do teste de suspensao pela cauda (Modificado de E. Kedzierska, I. Wach,
2016).

4.7. Coleta de sangue, lavado broncoalveolar (LBA) e pulmao

Quarenta e oito horas ap6s o Ultimo desafio os animais foram anestesiados com uma
solucdo de cetamina (60 mg/kg) associado a Xilazina (8 mg/kg) por via intraperitoneal. Apds a
anestesia foi realizada uma incisdo na artéria carétida para a coleta de sangue. A seguir, a traqueia
foi exposta e isolada com um fio de sutura, e canulada com um cateter de polipropileno. Para a
obtencdo do LBA, 1 ml de tampéo fosfato (PBS, 0.1 M, pH 7.4) foi injetado pela canula traqueal
e aspirada em seguida para recuperar o lavado. O liquido recolhido foi centrifugado a 4°C a uma
velocidade de 1700 rpm, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido PBS 0.1 M
contendo 3% albumina sérica bovina (BSA). Ao término da coleta, foi realizada a toracotomia

esternal para a retirada dos pulmdes.
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4.8. Contagem de leucdcitos totais
Aliquotas do LBA foram diluidas em corante de Turk (proporcdo de 1:10). A contagem
total dos leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer, com o auxilio de microscopio 6ptico

(aumento de 40x) e contador manual.

4.9. Contagem diferencial de leucocitos

As células foram fixadas, coradas com MayGrunwald-Giemsa e examinadas em
microscopio Optico através da objetiva de imersdo em 6leo (aumento de 100x), foram contadas
100 células (média de 3 contagens) por lamina diferenciando-se 3 tipos celulares: mondcitos,
eosindfilos e linfécitos. A quantificacdo de cada tipo celular presente no espago alveolar foi
calculada pela relacdo entre o nimero de cada tipo celular obtido nesta analise e 0 nimero de

leucdcitos totais obtido na contagem total.

4.10. Determinacéo do grau de infiltrado inflamatoério no pulméo
4.10.1. Método Histoldgico

Fragmentos do pulmdo foram desidratados, diafanizados, parafinados e incluidos em
parafina. Cortes de aproximadamente 4 um de espessura foram obtidos e corados com
hematoxilina e eosina (HE) para a analise quantitativa do grau de infiltragdo de leucécitos no
pulmao.

Foram capturadas 3 imagens de cortes do pulmao de cada animal, através do Scanner de
laminas do Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI/UFMG). A éarea infiltrada
das vias aéreas foi analisada utilizando o programa Image Pro Plus IPWin 4. O namero de pixels
compreendidos na area de deposi¢cdo de matriz extracelular nas vias aéreas foi obtido a partir da
imagem real, a sequir o software apresenta uma imagem binaria com o valor correspondente a

deposicao de leucocitos no tecido pulmonar.
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4.10.2. Método enzimatico para deteccao da presenca de eosinofilos, neutrofilos
e macroéfagos.

O grau de infiltrado de eosindfilos, neutréfilos e macréfagos no pulméo foi avaliado pela
dosagem da concentracdo das enzimas EPO (peroxidase eosinofilica), MPO (mieloperoxidase),
NAG (N-acetilglucosaminidase). A concentracdo dessas enzimas representa indiretamente a
quantidade de células inflamatorias infiltradas no tecido. Para esta andlise, o I16bulo médio do
pulmao direito solubilizado em tampdo fosfato de sdédio, pH 5,4 (Iml/mg), as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para posterior dosagem de citocinas. O
precipitado foi ressuspendido em salina contendo EDTA (1ml/ mg de tecido) e centrifugado a
10.000 rpm por 10 minutos. A seguir o sobrenadante foi desprezado e adicionou-se NaCl 0,2% e
NaCl,6% contendo glicose 5% gelada (1ml/ mg de tecido). As amostras foram centrifugadas
novamente, o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em tampé&o fosfato contendo
HTAB 5% e homogeneizado por 30 segundos (vortex). As amostras foram congeladas e
descongeladas sucessivamente por 3 vezes, em nitrogénio liquido, em seguida foram submetidas
novamente a centrifugacdo e o sobrenadante coletado para o ensaio.

Para determinar a atividade da MPO, 75 ul do sobrenadante de cada amostra foi adicionado
em placas de 96 pogos em duplicata, incubado com 75 pl de tampao contendo TMB/H202 por 30
minutos a 37°C. Para interromper a reacdo foi adicionado 75 ul de acido sulfaurico (H2SO4). A
densidade 6ptica foi medida em 450 nm.

Para determinar a atividade da enzima EPO, 75 pl do sobrenadante de cada amostra foi
adicionado em placas de 96 pocos, incubado com 75 pl de tampao mais OPD/H202 por 30 minutos
a 37°C ao abrigo da luz. A reagao foi interrompida com 75 pul de H2SO4 e a densidade Optica foi
medida em 492 nm.

Para determinar a atividade da enzima NAG o precipitado obtido no processamento do

pulmé&o, acima descrito, foi ressuspendido em 2,0 mL de solugéo salina 0,9% com Triton X-100
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a 0,1% gelado. As amostras foram homogeneizadas em vortex até a obtengdo de uma suspensao
homogénea e, posteriormente foram centrifugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos. A seguir,
100uL do sobrenadante de cada amostra foi adicionado em placas de 96 pocos em duplicata e a
estes foram adicionados 100uL do substrato (p-nitrofenil-n-acetil-p-D-glicosaminidase), diluido
em tampao citrato/fosfato pH 4,5, e em seguida, incubadas a 37°C durante 30 minutos. Por altimo,
foram adicionados 100uL de tampao glicina 0,2M, pH 10,6. A absorbancia foi medida por

espectrofotometria em leitor de Elisa, em comprimento de onda de 400nm.

4.11. Imunohistoquimica para c-Fos
4.11.1. Modelo experimental.

Para inducdo de inflamacdo pulmonar alérgica nos animais que seriam sacrificados para
determinacdo da expressdo de c-Fos, inicialmente os camundongos foram imunizados atraves de
injecéo i.p. de OVA (100 pg em 0,2 ml de uma solugdo contendo hidréxido de aluminio a 2%) no
0 e 7° dia. No 12° dia os animais dos grupos alérgicos foram anestesiados com isoflurano 5% e
desafiados com OVA 1% diluida em PBS, que foi admistrada no volume de 20 pl por via intranasal
(Figura 8). O tratamento com Ang-(1-7) por via oral foi realizado no 12° dia, 6 horas antes do
desafio com OVA, para que no momento do desafio, a concentragdo de Ang-(1-7) circulante fosse
maxima (MARQUES et al., 2011). Os animais do grupo controle receberam PBS, 0,2 ml i.p. e 20
pl intranasal, nos mesmos intervalos de tempo dos grupos alérgicos. Noventa minutos apds o
desafio com OVA (tempo de maior expressao da proteina c-Fos), os animais foram sacrificados e

0 cérebro coletado (Figura 9).
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'

0 / 12 90" Imunohistoquimica
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Figura 8. Protocolo de sensibilizacao para modelo de asma alérgica e perfusao cardiaca para
imunohistoquimica.
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Figura 9. Tempos de tratamento e desafio para 0s grupos experimentais: Ang-(1-7) via oral,
asmatico e controle.

4.11.2. Coleta do cérebro

Os animais foram anestesiados por injecao i.p. com a mistura de cetamina e xilazina,
colocados em dectbito dorsal e a caixa tordcica aberta para expor o coragdo. O cérebro dos animais
foi perfundido, inicialmente, com 10 ml de tampao fosfato (PB, 0.1 M, pH 7.2, contendo 0,1% de
heparina) seguido por 20 ml de uma solucdo de fixador composta por paraformaldeido a 4%

diluido em PB 1%, com auxilio de uma agulha metalica (26G) introduzida no ventriculo esquerdo
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e conectada por tubo de polietileno a uma bomba de infusdo (3ml/ min). Apds a perfusdo, os
cérebros foram removidos e colocados na solucao fixadora de paraformaldeido (4%, pH 7,4) por

2 horas e depois em solug@o de sacarose 30% diluida em PB por 48 horas a 4°C.

4.11.3. Imunohistoquimica

Foram realizados cortes frontais seriados do cérebro (35 pum) em criostato a -20°Ce
distribuidos em diferentes pocos de placas de cultura de 12 pogos. Inicialmente, as secgdes foram
incubadas em solucdo contendo soro de cabra (Normal goat serum; 1:250; Jackson
Immunoresearch Laboratories, USA) por 2h. Posteriormente os cortes de cérebro foram incubados
overnight com o anticorpo primdrio (Fos a-Rabbit na dilui¢do 1:1000; Santa Cruz Biological,
USA), seguido por 2h de incubagdo com anticorpo secundario (Goat anti-Rabbit biotinilado na
dilui¢do 1:500; Dako-Agilent, USA). Os cortes foram entdo incubados por 2h com o complexo
avidina-biotina (ABC-Standart, 1:50; Vector Laboratories, USA) e a imunorreatividade
visualizada pela subsequente adicdo de H>02, 0,007% e diaminobenzidina [DAB, 50 mg/100 ml;
Sigma, USA) por Smin. Os cortes foram montados em laminas de vidro, desidratadas e recobertas
em laminulas com entellan (Merck, BR). Para contar células c-Fos positivas e para controle da
area a ser avaliada, os cortes foram escaneados com Scanner de Laminas 3D HISTECH (2005-
2022) do Centro de Aquisi¢ao e Processamento de Imagens (CAPI). Foi padronizado para cada
area (hipocampo e o PVN) de cada animal a fatia em que a contagem foi realizada. A partir do
programa Slide Viewer disponibilizado pelo CAPI, foram realizadas imagens do hipocampo em
aumento de 2.4x e PVN em 4.0x. As imagens foram quantificadas por identificagdo da coloracao
castanha dos nucleos corados, pelo método de imunohistoquimica, e automaticamente mensurados

através do software Image-Pro Plus.



54

4.12. Dosagem de neurotransmissores em areas do SNC

Os cérebros de camundongos foram coletados e armazenados em freezer -80°C. As regides
da amigdala, hipocampo, cértex pré-frontal e estriado foram rapidamente isoladas e re-congeladas.
Posteriormente, cada regido foi homogeneizada individualmente por ultrassom, em uma solucéo
de &cido perclérico 0,2M contendo cisteina 3 mM, e centrifugada a 15000 x g, a 4°C durante 15
min. O sobrenadante foi coletado e injetado em um sistema de cromatografia liquida de alta
performance (Shimatzu, Japao) acoplado a um detector de fluorescéncia (fase estacionaria C18;
fase movel CH3COONa 12 mM, EDTA). Na2 0.26 mM, pH = 3,5; fluxo de 0,5 mL/min; detector
de fluorescéncia, Aexc 279 nm, Aemis 320 nm; sensitividade média). A concentragdo proteica de
cada neurotransmissor, norepimefrina (NE), adrenalina (AD), dopamina (DA) e serotonina (5-HT)
foi expressa em ng/mg de tecido. O tempo de retencdo de cada neurotransmissor depende da
interacdo com as fases movel e estacionéria da coluna. O tempo total de cada corrida foi 30

minutos. Foram realizadas 3 corridas para cada amostra, exceto para a regido da amigdala.

4.13. Dosagem de proteina

A quantidade total de proteinas foi mensurada através do Nanodrop, programa A210,
absorbancia de 2,309nm. Amostras de pulmé&o, foram diluidas em tampé&o de extracédo de citocinas,
como etapa da determinagdo enzimatica de células inflamatdrias no pulméo (ver dosagem de
enzimas EPO, MPO e NAG), e o sobrenadante foi utilizado para quantificacdo de proteinas. Para
a dosagem de neurotransmissores no cortex pre-frontal, hipocampo, amigdala e estriado, o pellet
que foi obtido apds centrifugacdo (ver dosagem de neurotransmissores em areas do SNC) foi
ressuspendido em 1 mL de NaOH 1M, e utilizado para quantificar as proteinas presentes na
amostra. Incialmente o aparelho reconhecia a solugéo diluente de cada amostra, “pura” como o
branco, e em seguida 1 ul do homogenato de cada amostra era injetado no aparelho para a

quantificacdo das proteinas presentes na solugéo.
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4.14. Anélise estatistica

Os resultados estdo expressos como média e erro padrdo da média. A comparacédo entre 3
ou mais grupos foi feita por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de
Brown-Forsythe ou comparagdes multiplas de Tukey, quando apropriado. As informagfes foram
mencionadas na legenda das figuras. Foi considerado diferenca estatisticamente significante
quando p<0,05. Os gréficos e as andlises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad

Prism (GraphPad Software Corporation, verséo 9.3.1).
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5. RESULTADOS
5.1. Efeito do tratamento periférico com Ang-(1-7) sobre inflamacdo pulmonar e
comportamento do tipo ansioso em animais submetidos ao modelo de asma
5.1.1. Tratamento com Ang-(1-7) via oral.

Inicialmente avaliamos a quantidade total de células, mondcitos e eosindfilos presentes no

LBA de animais imunizados e desafiados com OVA. O numero total de células ndo foi

estatisticamente diferente entre os grupos: grupo asmatico (6,37x10° + 2,10 células, n=7), grupo

controle (3,92x10° + 1,42 células, n=10), e asmatico tratado com Ang-(1-7) por via oral (5,48x10°

+ 1,23 células, n=7; Figura 10A). O mesmo foi observado na contagem de células mononucleares,

onde também ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 10B). No entanto, 0os animais asmaticos

apresentaram maior contagem de eosinéfilos (2,19x10° + 0,69 células, n=7) em relago ao grupo

controle (0,13x10° + 0,09 células, n=10; Figura 10C). Efeito que foi atenuado nos animais

asmaéticos tratados com Ang-(1-7) por via oral, embora sem alcangar diferenca estatistica

(1,45x10° + 0,57 células, n=7 vs 2,19x10° + 0,69 células, n=7, animais asmaticos; Figura 10C).
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Figura 10. Contagem diferencial de células do fluido do lavado bronco-alveolar (LBA). Total de
células, células mononucleares e eosin6filos em animais controle, asmaticos e animais asmaticos que
receberam Ang-(1-7) por via oral (Oral; 60ug/ kg); n=7-10 por grupo. Os resultados estdo expressos
como média £ EPM; *p< 0,05 vs controle (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).
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Ap0s observarmos a presenca de células inflamatorias caracteristicas da asma alérgica no
LBA, determinamos de forma indireta 0 acimulo de eosinofilos, neutréfilos e macréfagos no
tecido pulmonar através da medida da concentracdo das enzimas EPO, MPO e NAG,
respectivamente. A enzima EPO apresentou maior concentra¢do no grupo asmatico (0,33 = 0,06
DO/mg de proteina, n=8) em rela¢do ao grupo controle (0,06 0,00 DO/mg de proteina, n= 10;
Figura 11A), enquanto o0s animais asmaticos tratados com Ang-(1-7) por via oral apresentaram a
atenuacdo (0,13 + 0,01 DO/mg de proteina, n=7) em relagdo ao grupo asmaético (0,33 + 0,06
DO/mg de proteina n=8); Figura 11A). Confirmando que a administracao oral de Ang-(1-7) foi
capaz de reduzir o acumulo de eosindfilos no tecido pulmonar. A concentracdo da enzima MPO
foi maior no grupo asmatico (0,53 + 0,12 DO/mg de proteina, n=8) em relacdo ao grupo controle
(0,06 + 0,00 DO/mg de proteina; n=10; Figura 11B), no entanto, o tratamento com Ang-(1-7) por
via oral ndo alterou a concentracdo da MPO (0,25 + 0,06 DO/mg de proteina, n=7; Figura 11B).
Por outro lado, o tratamento de animais asmaticos com Ang-(1-7) reduziu a concentracdo de NAG
(0,59 + 0,06 DO/mg de proteina, n=7 vs 0,14 + 0,20 DO/mg de proteina; n=7; Figura 11C) em
relacdo aos animais asmaticos, indicando reducdo da quantidade de macréfagos no tecido

pulmonar.
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Figura 11. Concentracdo das enzimas (peroxidase eosinofilica) EPO (A), (mieloperoxidase) MPO (B)
e (N-acetilglucosaminidase) NAG (C) no pulméo apds inducdo de modelo experimental de asma
alérgica. Animais controle, asméticos e animais asméticos que receberam Ang-(1-7) por via oral (Oral,
60ug/ kg); n=7-10. Os resultados estdo expressos como média = EPM. *p< 0.05 vs controle e # p< 0,05 vs
asmatico (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).
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Avaliamos também o infiltrado de células inflamatdrias em cortes histoldgicos de pulméo
corados em hematoxilina e eosina (HE; Figuras 12-13). A figura 12 apresenta imagens
histoldgicas do pulméo de animais controle, asmatico e asmatico tratado por via oral com Ang-(1-
7), coradas por HE. Os animais asmaéticos (Figura 12B) exibiram infiltrado inflamatério no
parénquima pulmpnar em comparagao aos animais do grupo controle (Figura 12A). A infiltracéo

inflamatoria foi reduzida nos animais asmaticos tratados com Ang-(1-7) por via oral (Figura 12C).
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Figura 12. Imagens representativas de cortes do pulm&o. As imagens foram coradas em HE, ilustrando
o infiltrado inflamatério no pulmédo de animais submetidos ao modelo de asma (2.3x aumento menor e 20x
aumento maior), controle (A), asmético (B) e tratados com Ang-(1-7) via oral (C).
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A Figura 13 apresenta a quantificacdo da area correspondente ao infiltrado inflamatorio
nos grupos estudados. Os animais asmaticos apresentaram maior area com infiltragdo de células
inflamatorias (10,1 + 0,13 x10° pixels; Figura 13) em relagdo aos animais do grupo controle (2,99
+ 0,38 x10° pixels). Por outro lado, o tratamento via oral com Ang-(1-7) foi capaz de atenuar a

area infiltrada por células inflamatorias o (7,4 + 0,25 x10° pixels).
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Figura 13. Determinacédo do infiltrado de células inflamatdrias no pulméao apés inducéo de modelo
experimental de asma alérgica. Animais controle, asmaticos e animais asmaticos que receberam Ang-(1-
7) por via oral (Oral; 60ug/ kg); n=3. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p< 0.05 vs
controle e # p< 0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

O teste de campo aberto é largamente utilizado para avaliar a atividade locomotora e
comportamento do tipo ansioso. Quando 0s animais se movem menos, ou seja, exploram menos
0 ambiente, sdo considerados mais ansiosos. Os animais do grupo asmatico apresentaram menor
atividade locomotora (450 + 61,09 cm; n=8) quando comparados aos animais do grupo controle
(675+ 58,6 cm, n=10; Figura 14A), indicando comportamento do tipo ansioso. Em contrapartida,
0s animais asmaticos que foram tratados com Ang-(1-7) por via oral apresentaram atividade
locomotora (855,7 + 79,46 cm; n=7; Figura 14A) semelhante aos animais controles e maior do que

a dos asmaticos ndo tratados (Figura 14A). Um outro parametro utilizado para avaliar o
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comportamento do tipo ansioso neste teste, € contabilizar o nimero de vezes que este animal se
levanta, apoiando-se apenas nas patas traseiras. Assim como na atividade locomotora, quanto
maior o numero de levantamentos (Stand up), menor o indicativo de comportamento tipo ansioso.
No entanto, ndo houve diferenca entre 0s grupos controle, asmatico e asmético tratado com Ang-
(1-7) por via oral com relacgdo a este parametro (Figura 14B).

O teste de suspensdo pela cauda é utilizado para estimar o comportamento do tipo
depressivo. Inicialmente, ao serem suspensos pela cauda, 0s animais procuram escapar da situacao
que foi imposta, no entanto, sem obter sucesso 0s animais apresentam momentos de desisténcia,
quando assumem uma postura imével. Cada periodo de imobilidade é cronometrado dentro de um
tempo total de 5 minutos. Quanto mais tempo imdvel, ou seja, quanto mais tempo de desisténcia
em escapar do teste, 0 animal é classificado como tendo comportamento do tipo depressivo. Como
esperado, os animais do grupo asmatico apresentaram maior tempo de imobilidade (85,75 + 12,76
seg; n=8) quando comparados aos animais do grupo controle (48,2 £ 10,22 seg, n=10; Figura 14C).
O tratamento de animais asmaticos com Ang-(1-7) preveniu este comportamento de desisténcia, e
0s animais deste grupo apresentaram-se mais ativos em relacdo aos asmaticos nao tratados (38,57

segundos + 5,89 n=7; Figura 14C).
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Figura 14. Testes comportamentais em campo aberto e suspensao pela cauda. Distancia percorrida (A,
cm) e numero de levantamentos nas patas traseiras (B) no teste em campo aberto e tempo de imobilidade
(C, seg) no teste de suspensao pela cauda de animais controle, asmaticos e asmaticos tratados com Ang-(1-
7) por via oral (60ug/kg). n=8-10 por grupo. Os resultados estdo expressos como média £ EPM. *p< 0,05
vs controle e # p<0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido pelo teste de Brown-Forsythe).
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5.1.2. Tratamento com Ang-(1-7) via intranasal.

Em outros animais, avaliamos o efeito do tratamento via intranasal com Ang-(1-7) na
inflamacdo pulmonar e comportamentos do tipo ansioso/depressivo. Nesta nova comparagéo
observamos que 0s animais asmaticos apresentaram aumento na quantidade total de células
(3,35x10° 0,51 células, n=9) em relagdo ao grupo controle (0,74x10° + 0,12 células, n=7) que foi
prevenido pelo tratamento com Ang-(1-7) por via intranasal (1,36x10° + 0,28 células, n=10; Figura
15A). Quando avaliamos a quantidade de células mononucleares, os animais asméticos ndo
apresentaram diferenca em relagdo ao grupo controle (1,08x10° + 0,17 células, n=8 vs 0,8x10° +
0,13 células, n=6; Figura 15B). Por outro lado, os animais tratados via intranasal apresentaram
reducdo da quantidade de células mononucleares (0,60x10° + 0,09 células, n=9) em relagio ao
grupo de animais ndo tratados (Figura 15B). Como o esperado, 0s animais asmaticos apresentaram
maior contagem de eosindfilos (2,39x10° + 0,41 células, n=8) em relag&o ao grupo controle (0x10°
+ 0 células, n=6; Figura 15C). Efeito que foi abolido nos animais asmaticos tratados com Ang-(1-
7) por via intranasal (0,61x10° + 0,23 células, n=7 vs 2,19x10° + 0,69 células, n=7, animais

asmaticos; Figura 15C).
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Figura 15.Contagem diferencial de células do fluido do lavado bronco-alveolar (LBA). Total de
células, células mononucleares e eosindfilos em animais controle, asmaticos e animais asmaticos que
receberam Ang-(1-7) por via intranasal (Intranasal; 30ug/ kg); n=7-9 por grupo. Os resultados estdo
expressos como média + EPM; *p< 0,05 vs controle e # p<0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido
do teste de Brown-Forsythe).
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Os animais asmaticos apresentaram maior concentracdo de EPO no pulméo (0,14 £ 0,02
DO/mg de proteina, n=11) em relagdo ao grupo controle (0,06+ 0,01 DO/mg de proteina, n= 12;
Figura 16A), que foi atenuado pelo tratamento com Ang-(1-7) via intranasal (0,07 £ 0,01 DO/mg
de proteina, n=10). Este resultado corrobora dados anteriores de nosso grupo e mostram que a
administracdo intranasal de Ang-(1-7) foi capaz de reduzir o acimulo de eosinofilos, tanto no
pulmdo quanto no LBA. A concentracdo da enzima MPO foi maior no grupo asmaético (0,22 +
0,05 DO/mg de proteina, n=11) em relacdo ao grupo controle (0,04 + 0,00 DO/mg de proteina;
n=12; Figura 16B). J& o tratamento com Ang-(1-7) por via intranasal ndo alterou
significativamente a concentra¢do da MPO (0,12 + 0,02 DO/mg de proteina, n=10; Figura 16B).
O tratamento de animais asméaticos com Ang-(1-7) intranasal, da mesma forma que o tratamento
por via oral, reduziu a concentracdo de NAG (0,06 + 0,01 DO/mg de proteina, n=10) em relagédo
aos animais asmaticos (0,27 + 0,08 DO/mg de proteina; n=7; Figura 16C), indicando que as duas

vias periféricas podem reduzir a quantidade de macr6fagos no tecido pulmonar.
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Figura 16. Concentracdo das enzimas (peroxidase eosinofilica) EPO (A), (mieloperoxidase) MPO (B)
e (N-acetilglucosaminidase) NAG (C) no pulméo apds inducdo de modelo experimental de asma
alérgica. Animais controle, asmaticos e animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via intranasal
(Intranasal; 30ug/ kg); n=10-12. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p< 0.05 vs controle
e # p< 0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

A Figura 17 ilustra o grau de infiltrado inflamatorio em cortes de pulméo de animais

cpntrole, asmatico e tratado com Ang-(1-7) via intranasal. Semelhante ao tratamento por via oral,
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0s animais que foram tratados com Ang-(1-7) por via intranasal apresentaram menor infiltrado

inflamatorio no pulméo.

Figura 17. Imagens representativas de cortes de pulmdao. As imagens foram coradas em HE, ilustrando
o infiltrado inflamatorio no pulméao de animais submetidos ao modelo de asma (2.3x aumento menor e 20x
aumento maior). Animais controle (A), asmatico (B), tratados com Ang-(1-7) por via intranasal (C).
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Como observado no protocolo anterior, 0s animais asmaticos apresentaram maior infiltrado
inflamatdrio (7,9 + 0,47 x10° pixels; Figura 18) em relagdo aos animais do grupo controle (2,3 *
0,73 x10° pixels). O tratamento, por via intranasal, com Ang-(1-7) atenuou a area de infiltrado

inflamatorio (3,7 = 0,9 x10° pixels) em relacio aos animais asmaticos ndo tratados (Figura 18).
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Figura 18. Infiltrado de células inflamatérias no pulmao ap6s inducdo de modelo experimental de
asma alérgica. Animais controle, asmaticos e animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via
intranasal (Intranasal; 30ug/ kg); n=3. Os resultados estdo expressos como média £ EPM. *p< 0.05 vs
controle e # p< 0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

Avaliamos também o efeito do tratamento intranasal com Ang-(1-7) sobre o
comportamento do tipo ansioso no teste de campo aberto. O tratamento com Ang-(1-7) intranasal
preveniu a reducdo de motilidade (1163 = 67,58 cm, n=10) observada nos animais asmaticos
(646,7 + 74,6 cm, n=12 vs 982,5 + 97,36 cm, n=12, controle; Figura 19A).

O namero de levantamentos nao foi diferente entre os grupos controle e asmatico, mas de
forma curiosa, os animais tratados por via intranasal (32,5 £ 3,29 levantamentos, n=10) ficaram
apoiados somente nas patas traseiras, mais vezes do que 0s animais asmaticos (14 + 3,4
levantamentos, n=12) ou controle (12,55 + 3,40 levantamentos, n=12; Figura 19B). No teste de

suspensdo pela cauda, os animais asmaticos (64,58 + 7,41 seg, n=12) apresentaram mais tempo de
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desisténcia em relacdo aos animais controle (29,17 + 5,41 seg, n=12), e o tratamento com Ang-(1-
7) intranasal preveniu o aumento do tempo de imobilidade (23,9 £ 4,71 seg, n=10) em relacéo ao
tempo observado nos animais asmaticos (64,58 + 7,41 seg, n=12; Figura 19C), indicando que a

Ang-(1-7) intranasal também permitiu que os animais ficassem mais ativos.
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Figura 19. Testes comportamentais em campo aberto e suspensao pela cauda. Distancia percorrida
(A, cm) e numero de levantamentos nas patas traseiras (B) no teste em campo aberto e tempo de imobilidade
(C, seg) no teste de suspensao pela cauda de animais controle, asmaticos e asmaticos tratados com Ang-(1-
7) por via intranasal (30ug/kg). n=10-12 por grupo. Os resultados estdo expressos como média = EPM.
*p< 0,05 vs controle e # p<0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido pelo teste de Brown-Forsythe).

Avaliamos o peso dos animais dos grupos experimentais no primeiro dia de protocolo
experimental (dia 0) e no dia da coleta de tecidos (21° dia). N&o houve diferenca significativa do
peso inicial e final entre os animais dos grupos controle, asmatico e asmatico tratado por via oral

com Ang-(1-7) (Figura 20A) ou asmatico tratado por via intranasal (Figura 20B).
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Figura 20. Peso dos animais submetidos ao modelo experimental de asma alérgica. Animais controle,
asmaticos e animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via oral (Oral; 60ug/ kg) (Figura A) ou
intranasal (Intranasal; 30pg/ kg) (Figura B); n=10-12.

5.2. Efeito do comportamento do tipo ansioso e inflamagéo pulmonar em animais com
delecdo do receptor Mas submetidos ao modelo experimental de asma alérgica.

A seqguir, avaliamos o comportamento ansiogénico e a inflamacao pulmonar em animais
com delecdo do receptor da Ang-(1-7), Mas (Mas KO), submetidos ao modelo experimental de
asma alérgica. Como esperado, animais sem a delecdo do receptor Mas (C57BL/6J -WT)
asmaticos apresentaram maior quantidade total de células (5,36x10° + 0,47 células, n=5) em
relagdo aos grupos controle WT (0,6 x10° + 0,08 células, n=4; Figura 21A) e MasKO controle
(0,6x10° + 0,81 células, n=4; Figura 21A). N&o foi encontrado diferencas na quantidade de células
mononucleares, entre 0s grupos experimentais (Figura 21B). Maior quantidade de eosinofilos foi
observada tanto nos WT asmaticos (3,03x10° + 0,44 células, n=5 vs 0,0x10° + 0,0 células, n=4,
WT controle); como nos MasKO asmaticos (1,91x10° + 0,39 células, n=4 vs 0,0x10° + 0,00

celulas, n=4, Mas KO controle; Figura 21C).
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Figure 21. Contagem de células no fluido do lavado bronco-alveolar. Animais selvagens controle (WT
Controle), nocautes para receptor Mas controle (MaskO Controle), asmaticos selvagens (WT Asmatico)
nocautes asmaticos (MaskKO Asmaético). n=4-5 por grupo. Os resultados estdo expressos como média +
EPM; *p< 0.05 em relagdo ao respectivo controle (WT ou MasKO); (One-Way ANOVA seguido do teste
comparagdes multiplas de Tukey).

Como o esperado, nos animais WT asmaticos a concentracdo de EPO, apresentou-se mais
elevada em relacdo ao seu respectivo controle (0,03 + 0,00 DO/mg de proteina células, n=5; vs
0,01+ 0,00 DO/mg de proteina; n=4, Controle WT; Figura 22A). Da mesma forma, foram
estatisticamente maiores nos WT asmaticos a concentracdo de MPO (0,01 + 0,00 DO/mg de
proteina, n=5; vs 0,00+ 0,00 DO/mg de proteina; n=4, WT controle; Figura 22B) e NAG (0,07 +
0,00 DO/mg de proteina; n=5 vs 0,03 + 0,00 DO/mg de proteina; n=14, no grupo controle; Figura
22C). No entanto, nos Mas KO a concentragdo de EPO, MPO e NAG néo foi estatisticamente
diferente dos valores dos animais Mas KO controle (Figura 22A-C). Além disso a concentracao
de EPO, MPO e NAG nos animais WT asmaéticos foi maior do que a dos animais Mas KO
asmaticos (Figura 22A- C). Observou-se nestes animais também que a concentracao das enzimas
nos animais WT foi 4-6 vezes menor do que camundongos da linhagem Balb-c, controle dos

protocolos anteriores.
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Figura 22. Concentracdo das enzimas peroxidase eosinofilica (EPO, A), mieloperoxidase (MPO, B)
e N-acetilglucosaminidase (NAG, C) no pulméo ap6s inducdo de modelo experimental de asma
alérgica. Animais selvagens controles (WT Controle), nocautes controles (MasKO Controle), selvagens
asmaticos (WT Asmatico) e nocautes asmaticos (MasKO Asmatico). n=4-5. Os resultados estdo expressos
como média + EPM. *p< 0.05 em relacdo ao respectivo controle e &p< 0,05 em relagdo ao WT Asmatico
(One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey).

A Figura 23 apresenta os cortes histologicos do pulméo de animais selvagens e com a
delecdo do receptor Mas. A area com infiltrado inflamatorio foi maior nos animais asmaticos. No
entanto, na quantificacdo das imagens, figura 24, ndo observamos diferenca estatistica entre os

grupos.



Figura 23. Cortes histoldgicos do pulmao de animais submetidos ao protocolo experimental de asma.
As imagens foram coradas em HE, ilustrando o infiltrado inflamatdrio no pulm&o de animais submetidos
ao modelo de asma (2.3x aumento menor e 20x aumento maior). Animais selvagem controle (WT Controle,
A), um nocaute controle (MasKO Controle, B), um selvagem asmatico (WT Asmatico, C) e um nocaute
asmatico (MasKO Asmatico, D).
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Figura 24. Determinacéo do infiltrado de células inflamatdrias no pulmé&o apods indugdo de modelo
experimental de asma alérgica. Animais selvagens controle (WT Controle), nocautes controle (MasKO
Controle), selvagens asmaticos (WT Asmatico) e nocautes asmaticos (MasKO Asmatico); n=3.

Com relacdo ao teste em campo aberto, apenas os animais asmaticos com delecdo do
receptor Mas apresentaram reducéo de mobilidade em comparacéo aos animais do grupo controle
(340 + 21,68 cm, n=5, asmatico MasKO vs 882,5 + 104,5 cm, nos controle MasKO, n=4; Figura

25A) e mesmo em relagdo ao WT controle (805 + 138,4 cm, nos controle WT, n=4). Nenhuma
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alteragdo no parametro “stand up” foi observada entre os grupos (Figura 25B). No teste de
suspensdo pela cauda, o tempo de imobilidade foi maior tanto para os animais asmaticos WT
(83,8+ 2,99 seg, n=5, WT Asmaético vs 47,00 + 6,12 seg, n=4, WT Controle; Figura 25C) como
para 0s asmaticos MasKO (86,2 + 11,17 seg, n=5 vs 37,25 * 2,56 seg, n=4, Mas KO Controle;

Figura 17C). O tempo de imobilidade dos MasKO asmaéticos foi semelhante ao dos WT asmaticos
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Figura 25. Testes comportamentais em campo aberto e suspensao pela cauda. Distancia percorrida
(A, cm) e numero de levantamentos nas patas traseiras (B) no teste em campo aberto e tempo de imobilidade
(C, seg) no teste de suspensdo pela cauda de animais selvagens controle (WT Controle), nocautes controles
(MasKO Controle), selvagens asmaticos (WT Asmatico) e nocautes asmaticos (MasKO Asmatico); n=4-5.
Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p< 0.05 em relac&o ao respectivo controle (One-Way
ANOVA seguido do teste de Tukey).

N&o houve diferenca no peso dos diferentes grupos de animais WT e com delecdo do

receptor Mas, ndo variaram no inicio ou final do protocolo (Figura 26).
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Figura 26.Peso dos animais selvagens e nocautes submetidos ao modelo experimental de asma
alérgica n=4-5.

5.3. Efeito do tratamento ICV com Ang-(1-7) sobre inflamacdo pulmonar e
comportamento do tipo ansioso em animais submetidos modelo de asma

A seguir, avaliamos se o tratamento ICV com Ang-(1-7) poderia alterar comportamento
ansiogénico e a inflamag&o pulmonar em animais submetidos ao modelo de asma. Como esperado,
animais asmaticos apresentaram aumento do nimero total de leucécitos no LBA (3,35x10° + 0,51
células, n=9; Figura 27A) em comparac&o ao grupo controle (0,57 x10°+ 0,14 células, n=9; Figura
27A). O tratamento ICV com Ang-(1-7) preveniu o aumento do nimero total de leucdcitos no
LBA (0,60x10° + 0,11 células, n=7). Com relacéo a quantidade de células mononucleares, o grupo
asmatico (1,08x10° + 0,17 células, n=8) ndo foi estatisticamente diferente do grupo controle
(0,80x10° + 0,13 células, n=6), no entanto, os animais tratados com Ang-(1-7) ICV (0,29 x10° +
0,04 células, n=7; Figura 27B) apresentaram atenuacdo do numero de células em relacdo aos
animais do grupo asmatico néo tratado.

A quantidade superior de eosindfilos no grupo asmatico (2,39 x10° + 0,41 células, n=8) em
relagdo ao grupo controle (0,00 x10° + 0,00 células, n=9), também foi prevenida pelo tratamento
com Ang-(1-7) ICV, representando uma importante atenuacdo dessas células inflamatdrias

(0,30x10° + 0,09 células, n=6; Figura 27C).
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Figura 27. Contagem diferencial de células no fluido do lavado bronco-alveolar em animais controle,
asmaticos e animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via ICV (50 ng/h); n=7-10 por grupo. Os
resultados estdo expressos como média = EPM; *p< 0,05 vs controle, #p< 0,05 em relacdo ao asmatico
(One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

Os animais asmaticos apresentaram aumento de eosinofilos e neutréfilos no pulméo,
avaliado respectivamente pela concentracdo de EPO (0,14 + 0,02 DO/mg de proteina; n=11 vs
0,06 + 0,01 DO/mg de proteina; n=12, no grupo controle; Figura 28A) e MPO (0,22 £+ 0,05 DO/mg
de proteina; n=11 vs 0,04 + 0,00 DO/mg de proteina; n=12, no grupo controle; Figura 28B). O
tratamento com Ang-(1-7) ICV ndo alterou significativamente a concentracédo de EPO (0,10 £ 0,02
DO/mg de proteina células, n=10; Figura 28A) ou MPO (0,28 + 0,04 DO/mg de proteina; n=10;
Figura 28B) em relacdo aos animais ndo tratados, no entanto, os valores de EPO e MPO também
ndo foram diferentes dos animais controle (Figura 28A e B). A presenca de macréfagos, avaliada
pela concentracdo de NAG, ndo foi estatisticamente diferente entre 0s grupos experimentais

(Figura 28C).



74

A) o8 B) 15 C) 2.0

DO/mg de proteina
o
DO/mg de proteina

.
@] o
0.2 [e]e) oo o o
O o5
S o mielelels aRLo, Soieron!
0o ] ; 2 u
Controle Asm atico Asm atico Controle Asm atico Asm atico
Ang-(1-7) Ang-(1-7)

Figura 28. Concentracdo das enzimas (peroxidase eosinofilica) EPO (A), (mieloperoxidase) MPO (B)
e (N-acetilglucosaminidase) NAG (C) no pulmé&o ap6s indugdo de modelo experimental de asma
alérgica. n=10-12. Animais controle, asmaticos e animais asmaticos tratados com Ang-(1-7) por via
intracerebroventricular (50ng/h). Os resultados estdo expressos como média £ EPM. *p< 0.05 vs controle
(One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

A figura 29, apresenta cortes histoldgicos do pulméo de animais controle, asmaticos e
asmaticos que receberam tratamento com Ang-(1-7) via ICV, ilustrando o infiltrado inflamatdrio.
Como observados nos grupos anteriores deste trabalho, a quantifica¢do do infiltrado inflamatorio
por histologia mostrou maior intensidade nos animais asmaticos (7,9 £ 0,47 x106 pixels; Figura
30) em relacdo aos animais do grupo controle (2,3 + 0,7 x106 pixels; Figura 30). No entanto, o
tratamento via ICV com Ang-(1-7) ndo alterou significativamente a area de infiltrado inflamatério

(5,7 + 0,3 x10° pixels; Figura 30) em relacdo aos animais asmaticos ndo tratados.
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Figura 29. Imagens representativas de cortes do pulmé&o. As imagens foram coradas em HE, ilustrando
o infiltrado inflamatorio no pulméo de animais submetidos ao modelo de asma (2.3x aumento menor e 20x
aumento maior). Estdo representados animais controle (A), asmaticos (B) e tratados com Ang-(1-7) via ICV

©).
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Figura 30. Infiltrado de células inflamatérias no pulmao ap6s inducdo de modelo experimental de
asma alérgica. Animais controle, asméticos e animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via ICV
(50ng/h); n=3 por grupo. Os resultados estdo expressos como média + EPM; *p< 0,05 vs controle (One-
Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

Com relacdo ao teste em campo aberto, o tratamento ICV com Ang-(1-7) preveniu a
reducdo da atividade locomotora (1074 + 116,6 cm, n=10) observada nos animais asmaticos (646,7
+ 74,6 cm, n=12; Figura 31A). A atividade locomotora dos animais Ang-(1-7) ICV também ndo
foi diferente dos animais do grupo controle (982,5 £ 97,36 cm, n=12; Figura 31A). Na&o foi
observado alteracao do parametro “stand up” entre os grupos (Figura 31B). No teste de suspenséo
pela cauda, os animais do grupo asmatico apresentaram maior tempo de imobilidade (64,58 + 7,41
seg, n=12; Figura 31C) quando comparados aos animais do grupo controle (29,17 £ 5,41 seg,
n=12). Os animais tratados com Ang-(1-7) ICV apresentaram-se mais ativos (33,8 = 5,92 seg,
n=10) em relacdo aos asmaticos ndo tratados (64,58 + 7,41 seg, n=12; Figura 31C). Estes
resultados confirmam resultados de estudos anteriores, que mostram que a administragéo ICV de
Ang-(1-7) promove efeito ansiolitico, e estendem esse resultado para animais submetidos a modelo

experimental de asma.
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Figura 31. Testes comportamentais em campo aberto e suspensao pela cauda. Distancia percorrida
(A, cm) e numero de levantamentos nas patas traseiras (B) no teste em campo aberto e tempo de imobilidade
(C, seg) no teste de suspensdo pela cauda de animais controle, asmaticos e asmaticos tratados com Ang-(1-
7) por via ICV (50ng/h). n=10-12 por grupo. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p< 0,05
vs controle e # p<0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido pelo teste de Brown-Forsythe).

O peso dos animais controle, asmético e asmatico tratado por ICV com Ang-(1-7), ndo

apresentou diferenca estatistica significante no primeiro ou Gltimo dia do protocolo experimental

(Figura 32).
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Figura 32. Peso dos animais submetidos ao modelo experimental de asma alérgica. Animais controle,
asmaticos e animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) via ICV (50ng/h). n=10-12 por grupo.
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5.4. Efeito do tratamento ICV com A-779, antagonista seletivo da Ang-(1-7), sobre
inflamac&o pulmonar e comportamento do tipo ansioso de animais asmaticos tratados com
Ang-(1-7) por via oral ou intranasal.

5.4.1. Tratamento com Ang-(1-7) via oral e A-779 ICV.

Para verificar se parte do efeito ansiolitico da Ang-(1-7) administrada por via oral era
mediado centralmente, outro grupo de animais foram tratados com Ang-(1-7) oral e infundidos
com A-779 via ICV. Nao houve diferencas quanto ao nimero de total de células (Figura 33A) e
mononucleares (Figura 33B) para nenhum dos grupos analisados. Como esperado, 0s animais
asmaticos apresentaram maior quantidade de eosinofilos (2,30x10° + 0,37 células, n=15) em
relagdo aos controles (0,06x10° + 0,05 células, n=19; Figura 33C). Também de acordo com o
resultado apresentado anteriormente, os animais tratados por via oral com Ang-(1-7) mostraram
atenuagdo da quantidade de eosindfilos no LBA (0,92x10° + 0,26 células, n=6). O bloqueio do
receptor Mas, com a infusédo ICV de A-779, ndo alterou significativamente o efeito do tratamento
via oral com Ang-(1-7) sobre o nimero de eosindfilos (0,50x10° + 0,08 células, n=9). Por outro
lado, os animais asmaticos ndo tratados e submetidos a infusdo ICV de apresentaram niveis de
eosindfilos (1,47x10° + 0,54 células, n=7) semelhante aos animais asmaticos (2,30x10° + 0,37

celulas, n=15; Figura 33C).
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Figura 33. Contagem diferencial de células do fluido do lavado bronco-alveolar (LBA). Total de
células, eosindfilos e células mononucleares em animais controle, asmaticos, animais asmaticos que
receberam Ang-(1-7) por via oral (Oral; 60ug/ kg), Ang-(1-7) por via oral (Oral; 60pg/ kg) + A-779 ICV
(200 ng/h) e A-779 ICV (200 ng/h); n=5-19 por grupo. Os resultados estdo expressos como média + EPM;
*p< 0,05 vs controle #p< 0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).
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Como esperado 0s animais asmaticos apresentaram maiores valores de EPO (0,22+ 0,03
DO/mg de proteina, n= 19; Figura 34A) e MPO (0,33+ 0,06 DO/mg de proteina, n= 20; Figura
27B) em relagdo aos controles (Figura 34A e 27B). Os niveis de EPO nos animais tratados com
Ang-(1-7) que receberam infusdo de A-779 ICV (0,22+ 0,02 DO/mg de proteina, n= 12; Figura
34A) foi semelhante a dos animais asmaticos ndo tratados. Curiosamente, 0s animais asmaticos
que receberam apenas A-779 via ICV apresentaram atenuacdo de MPO (0,12+ 0,02 DO/mg de
proteina, n= 11) em relacdo aos asméticos ndo tratados (0,33+ 0,06 DO/mg de proteina, n= 20;
Figura 34B). Ainda de forma inesperada, 0s animais asmaticos que receberam apenas A-779
central (0,02+ 0,00 DO/mg de proteina, n=11; Figura 34C) e os que receberam ICV A-799 e foram
tratados com Ang-(1-7) por via oral (0,03 0,00 DO/mg de proteina, n= 12), apresentaram
atenuacéo da concentracdo de NAG em relacdo aos animais do grupo controle (0,44+0,08 DO/mg
de proteina, n= 22), asmatico (0,52+0,10 DO/mg de proteina, n=19) e tratados com Ang-(1-7) por

via oral (0,47+0,00 DO/mg de proteina, n=9; Figura 34C).

A) o8+ B) 1.5 C) 2017
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Figura 34. Concentracdo das enzimas (peroxidase eosinofilica) EPO (A), (mieloperoxidase) MPO (B)
e (N-acetilglucosaminidase) NAG (C) no pulméo apds inducdo de modelo experimental de asma
alérgica. Animais controle, asmaticos (Asma), animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via oral
(Oral; 60pg/ kg) ou Ang-(1-7) por via oral (Oral; 60ug/ kg) associado a A-779 ICV (200 ng/h) e A-779
ICV (200 ng/h); n=11-22. Os resultados estdo expressos como média = EPM. *p< 0.05 vs controle, #p<
0,05 vs asmatico e Bp< 0.05 vs Ang-(1-7) oral (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

A figura 35 apresenta cortes histoldgicos do pulméo de animais dos grupos experimentais

corados por H&E ilustrando o infiltrado inflamatdrio.
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Figura 35. Cortes histologicos do pulmao de animais submetidos ao protocolo experimental de asma.
As imagens foram coradas em HE, ilustrando o infiltrado inflamatério no pulmao de animais submetidos
ao modelo de asma (2.3x aumento menor e 20x aumento maior).Controle (A); asmatico (B); asmatico
tratado com Ang-(1-7) por via oral (C); asmatico tratado com Ang-(1-7) via oral e A-779 ICV; (D) asmatico

tratado com A-779 ICV (E).
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Como esperado, a area do infiltrado inflamatério foi maior em animais asmaticos (8,98 +
0, 54 x10° pixels) em relagdo aos animais do grupo controle (2,65 + 0,4 x10° pixels) e o tratamento
via oral com Ang-(1-7) atenuou a érea infiltrada (5,2 *+ 1,3 x10° pixels). No entanto, o bloqueio
central com A-779 em animais tratados por via oral com Ang-(1-7) ndo alterou a melhora
apresentada pelo tratamento via oral (3,5 + 0.9 x10° pixels). Ja os animais asmaticos que
receberam apenas a infusdo ICV de A-779, ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacéo a

nenhum dos grupos de experimentais (6,1 £ 0,72 x106 pixels; Figura 36).
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Figura 36. Quantificacdo do infiltrado de células inflamatdrias no pulmé&o apds inducdo de modelo
experimental de asma alérgica. Animais controle, asmaticos, animais asmaticos que receberam Ang-(1-
7) por via oral (Oral; 60pug/ kg), Ang-(1-7) por via oral (Oral; 60ug/ kg) + A-779 ICV (200 ng/h) e A-779
ICV (200 ng/h); n=3-6. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p< 0.05 vs controle e # p<
0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

No teste comportamental de distancia percorrida, como esperado os animais asmaticos
apresentaram menor atividade (568 + 54,52 cm n=20; Figura 37A) em relacdo aos animais do
grupo controle (860 + 69,64 cm n=20), mobilidade que foi recuperada pelo tratamento via oral
com Ang-(1-7) (1008 £ 97,52 cm n=9). No entanto, os animais tratados por via oral com Ang-(1-

7) e que receberam o antagonista, A-779, por via ICV ndo apresentaram diferenca na mobilidade
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(1016 £ 66,57 cm n=12) em relagdo aos animais tratados apenas via oral com Ang-(1-7). Os
animais asmaticos, que receberam apenas a infusdo ICV com A-779 apresentaram maior
mobilidade (950 £ 75,82 cm n=11; Figura 37A) em relagdo aos animais asmaticos sem nenhum
tratamento. N&o houve diferenga estatistica entre os grupos experimentais com relacdo ao
comportamento “stand up” (Figura 37B).

Com relagdo ao comportamento do tipo depressivo, avaliado pelo teste de suspenséo pela
cauda, houve aumento do tempo de imobilidade dos animais asmaticos (73,05 * 6,98 seg, n=20 vs
37,82 + 5,74 seg do controle, n=20; Figura 37C), que foi atenuada pelo tratamento oral com Ang-
(1-7) (38,22+ 4,51 seg, n=9). Os animais asmaticos que receberam o tratamento oral com Ang-
(1-7) e A-779 ICV (56,08 = 7,29 seg, n=12; Figura 37C) e 0 grupo que recebeu apenas A-779 ICV
(63 + 10,08 seg, n=8) ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo a nenhum dos grupos

experimentais avaliados neste teste.
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Figura 37. Testes comportamentais em campo aberto e suspensdo pela cauda. Distancia percorrida
(A, cm) e nimero de levantamentos nas patas traseiras (B) no teste em campo aberto e tempo de imobilidade
(C, seg) no teste de suspensdo pela cauda de animais controle, asmaticos, asmaticos tratados com Ang-(1-
7) por via oral (60ug/kg) Ang-(1-7) por via oral (Oral; 60ug/ kg) + A-779 ICV (200 ng/h) e A-779 ICV
(200 ng/h). n=8-22 por grupo. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p< 0,05 vs controle e
# p<0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido pelo teste de Brown-Forsythe).
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5.4.2. Tratamento com Ang-(1-7) via intranasal e A-779 ICV.

Da mesma forma que observado para o tratamento por via oral, a infuséo ICV de A-779
ndo alterou significativamente o efeito da Ang-(1-7) administrada via intranasal quanto ao nimero
total de células observado no LBA, (0,933x10° + 0,24 células, n= 6 vs. 1,360x10° + 0,28 células,
n=10; Ang-(1-7) intranasal; Figura 38A) e em quantidade de eosinofilos (0,562x10° + 0,28 células,
n=4vs. 0,618x10° + 0,23 células, n=9; Ang-(1-7) intranasal; Figura 38C).

Além disso, 0s animais asmaticos que receberam apenas o antagonista do receptor Mas,
A-779, apresentaram resultados semelhantes ao grupo asmatico, quanto ao nimero total de células
(2,92x10° + 0,57 células, n=8 vs. 3,35x10° + 0,51 células, n=9; asmatico; Figura 38A) e eosinofilos
(1,47x10° + 0,54 células, n= 8 vs. 2,93x10° + 0,41 células, n=9; asmatico; Figura 38C). Ainda
neste grupo, houve um aumento de células mononucleares (1,52x10° + 0,37 células, n= 7) em
comparagao aos grupos tratados apenas por via intranasal (0,60x10° + 0,09 células, n=9) e o0 grupo

tratado por via oral com Ang-(1-7) e A-779 ICV (0,43x10° + 0,12 células, n= 7; Figura 38B).
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Figura 38. Contagem diferencial de células do fluido do lavado bronco-alveolar (LBA). Total de
células, células mononucleares e eosindfilos em animais controle, asmaticos, animais asmaticos que
receberam Ang-(1-7) por via intranasal (Intranansal; 30pg/ kg), Ang-(1-7) por via intranasal (Intranasal;
30ug/ kg) + A-779 ICV (200 ng/h) e A-779 ICV (200 ng/h); n=6-10 por grupo. Os resultados estdo
expressos como média £ EPM; *p< 0,05 vs controle, # p<0,05 vs asmético, ¢p< 0,05 Ang-(1-7) intranasal
e yp< 0,05 Ang-(1-7) intranasal + A-779 (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).
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Quanto a medida indireta de células inflamatorias no pulmaéo, a concentracdo de EPO foi
mais elevada no grupo asmaético (0,14 + 0,02 DO/mg de proteina, n=11) em relacdo ao grupo
controle (0,06+ 0,01 DO/mg de proteina, h= 22), assim como 0s animais asmaticos que receberam
apenas A-779 ICV (0,14 £ 0,03 DO/mg de proteina, n=11; Figura 39A).

A concentracao da enzima MPO também foi maior no grupo asmatico (0,22 + 0,05 DO/mg
de proteina, n=11) em relagéo ao grupo controle (0,04 £ 0,00 DO/mg de proteina; n=12; Figura
39B). Com relagdo a concentracdo de NAG, o tratamento com Ang-(1-7) intranasal (0,06 + 0,01
DO/mg de proteina, n=10) atenuou a quantidade de macréfagos em relagdo aos animais asmaticos
(asmaético (0,27 £ 0,08 DO/mg de proteina, n=11), e curiosamente, essa atenuagdo também foi

observada no grupo A-779 ICV (0,02 + 0,00 DO/mg de proteina, n=11; Figura 39C).
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Figura 39. Concentracdo das enzimas (peroxidase eosinofilica) EPO (A), (mieloperoxidase) MPO (B)
e (N-acetilglucosaminidase) NAG (C) no pulméo apds inducdo de modelo experimental de asma
alérgica. Animais controle, asmaticos animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via intranasal
(Intranasal; 30ug/ kg), Ang-(1-7) por via Intranasal (Intranasal; 30ug/ kg) + A-779 ICV (200 ng/h) e A-
779 ICV (200 ng/h); n=6-12. Os resultados estdo expressos como média £ EPM. *p< 0.05 vs controle e #
p< 0,05 vs asmatico (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

A Figura 40 apresenta os cortes histoldgicos de pulmao de animais controle, asmatico, e tratados
com Ang-(1-7) por via intranasal, Ang-(1-7) via intranasal e A-779 ICV e asmaticos que receberam

somente A-779 via ICV.
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Figura 40. Cortes histoldgicos do pulméo de animais submetidos ao protocolo experimental de asma.
As imagens foram coradas em HE, ilustrando o infiltrado inflamatério no pulmao de animais submetidos
ao modelo de asma (2.3x aumento menor e 20x aumento maior). Estdo representados animais dos grupos
controle (A), asmatico (B), asmético tratado com Ang-(1-7) por via intranasal (C); asmético tratado com
Ang-(1-7) via intranasal e A-779 ICV (D), e asmético tratado com A-779 ICV (E).
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No pulmdo, a quantidade de células inflamatorias foi maior em animais asmaticos (7,9 +
0,47 x10° pixels, n=3) em relacdo aos animais do grupo controle (2,3 + 0,7 x10° pixels, n=3). O
tratamento via intranasal com Ang-(1-7) atenuou a &rea infiltrada no pulméo (3,7 + 0,9 pixels,
n=3). No entanto, o bloqueio com A-779 ICV em animais tratados via intranasal com Ang-(1-7)
n&o alterou a melhora apresentada pelo tratamento via intranasal (5,2 + 0,1 x10° pixels, n=3). Ja
0s animais asmaticos que receberam somente A-779 ICV, apresentaram area infiltrada (6,1 + 0,7
x10° pixels) semelhante a dos animais asmaticos no tratados (7,9 + 0,47 x10° pixels, n=3; Figura

41).
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Figura 41. Infiltrado de células inflamatérias no pulmao ap6s inducdo de modelo experimental de
asma alérgica. Animais controle, asmaticos, animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via intranasal
(Intranasal; 30ug/ kg), Ang-(1-7) por via intranasal (Intranasal; 30ug/ kg) + A-779 ICV (200 ng/h) e A-779
ICV (200 ng/h); n=3. Os resultados estdo expressos como média = EPM. *p< 0.05 vs controle, # p< 0,05
vs asmatico e ¢pp< 0,05 Ang-(1-7) intranasal (One-Way ANOVA seguido do teste de Brown-Forsythe).

Nos testes comportamentais, observamos que o tratamento com Ang-(1-7) intranasal
preveniu a reducdo de motilidade (1163 + 67,58 cm, n=10) no campo aberto observada nos animais
asmaticos (646,7 + 74,6 cm, n=12 vs 982,5 + 997,36 cm, n=12, controle; Figura 42A). Os animais

que receberam Ang-(1-7) e A-779 ICV (1047 + 177,1 cm, n=6) e apenas A-779 ICV (950 £ 75,82
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cm, n=11; Figura 42A) ndo apresentaram diferencas significativas em compara¢do aos outros
grupos experimentais analisados.

O numero de levantamentos também n&o foi diferente entre os grupos avaliados (Figura
42B). No teste de suspensdo pela cauda, os animais asmaticos (64,58 + 7,41 seg, n=12)
apresentaram mais tempo de desisténcia em relagdo aos animais controle (29,17 £ 5,41 seg, n=12),
e o tratamento com Ang-(1-7) intranasal preveniu o aumento do tempo de imobilidade (23,9 £
4,71 seg, n=10) em relacdo ao tempo observado nos animais asmaticos. Nos animais tratados por
via intranasal com Ang-(1-7) e que também receberam A-779 ICV, o tempo de imobilidade
aumentou em relacdo ao grupo que recebeu apenas o tratamento, embora essa diferenca nao tenha
sido significante (43,33 + 10,55 seg, n=8). Os animais asmaticos que receberam apenas A-779
ICV (63,00 £ 10,80 seg, n=8; Figura 42C), apresentaram aumento no tempo de imobilidade em

comparacdo aos grupos controle e Ang-(1-7) intranasal.
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Figura 42. Testes comportamentais em campo aberto e suspensdo pela cauda. Distancia percorrida
(A, cm) e nimero de levantamentos nas patas traseiras (B) no teste em campo aberto e tempo de imobilidade
(C, seg) no teste de suspensao pela cauda de animais controle, asmaticos e asmaticos tratados com Ang-(1-
7) por via intranasal (30g/kg), Ang-(1-7) por via intranasal (Intranasal; 30pug/ kg) + A-779 ICV (200 ng/h)
e A-779 ICV (200 ng/h). n=6-12 por grupo. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p< 0,05
vs controle, # p<0,05 vs asmatico e ¢p< 0,05 Ang-(1-7) intranasal (One-Way ANOVA seguido pelo teste
de Brown-Forsythe).
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Da mesma forma que nos protocolos anteriores, 0 peso dos animais dos grupos controle,
asmatico e asmatico tratados néo foi diferente no primeiro ou ultimo dia do protocolo experimental

(Figura 43).
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Figura 43. Peso dos animais submetidos ao modelo experimental de asma alérgica. Peso dos animais
controle, asmaticos e asmaticos tratados com Ang-(1-7) por via oral (60ug/kg), Ang-(1-7) por via oral
(Oral; 60ug/ kg) + A-779 ICV (200 ng/h) e A-779 ICV (200 ng/h), representados no gréafico A. E peso dos
animais controle, asmaticos e asmaticos tratados com Ang-(1-7) por via intranasal (Intranasal; 30ug/ kg) +
A-779 ICV (200 ng/h) e A-779 ICV (200 ng/h) representados no gréfico B. n=6-10 por grupo.
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A Tabela 1 sintetiza os principais achados dos protocolos experimentais descritos. As setas

indicam diferencas estatistica em relacdo ao grupo de animais controle, ou seja, animais ndo

asmaticos.

Tabela 1. Parametros inflamatérios e de comportamento de animais asmaticos tratados ou néo

tratados.
Animais asmaticos
Ang-(1-7) A-779 ICV +
Parametros Trr:ta:do Ang-(1-7) AI_Z\7/9 WT |Mas KO
Oral LLiCy ICV Oral Ly
nasal nasal
LBA - Células Totais p - - - - = ) At -
S |LBA - Eosindfilos ol 0 - - - - k) 1 0
g Pulm3o - Infiltrado Ly ) - A ) ) Ok ) )
2 |Pulmdo - EPO A () - = L) - A () -
= Pulm3o - MPO ) - - - - = 4 t =
Pulm3o - NAG - 0 7 L 7 - (T 7 N7 £ 1 7 ) -
o o | Distancia Percorrida| W - - - - - - - v
g E Stand up = = A = = = = - -
g = Tempo de A _ - - A - Y M M
< imobilidade

LBA= Lavado broncoalveolar; EPO= Peroxidase Eosinofilica; MPO= Mieloperoxidase, NAG= N-
acetilglucosaminidase; ICV= Intracerebroventricular. As setas indicam diferenca estatistica em relagéo ao
grupo controle e o trago indica ndo significante. Ang-(1-7) via oral (60ug/ kg), Ang-(1-7) via intranasal
(30ug/ kg), A-779 ICV (200 ng/h) animais sem delecdo do receptor Mas (WT) e animais transgénicos com
delecéo do receptor Mas (Mas KO).
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5.5. Dosagem de neurotransmissores em areas do SNC relacionadas ao
comportamento emocional de animais submetidos ao modelo experimental de asma alérgica.

5.5.1. Dosagem de neurotransmissores no cortex pré-frontal

Analisamos a quantidade de noradrenalina (NE), adrenalina (AD), dopamina (DA) e
serotonina (5-HT) no cortex pré-frontal dos grupos experimentais. Os animais asmaticos
apresentaram reduc&o significativa nos niveis de NE (0,25 + 0,06 ng.mg* de proteina, n=5 vs 4,85
+ 1,14 ng.mg* de proteina animais controle, n=9; Figura 44A), AD (0,39 + 0,08 ng.mg* de
proteina, n=9 vs 14,37 + 3,63 ng.mg™ de proteina nos animais controle, n=10; Figura 44B), DA
(1,66 + 0,09 ng.mg™ de proteina, n=11 vs 16,02 + 2,71 ng.mg* de proteina nos animais controle,
n=9; Figura 44C) e 5-HT (0,45 + 0,04 ng.mg™* de proteina, n=9 vs 3,87 + 0,72 ng.mg™ de proteina
nos animais controle, n=12; Figura 44D). O tratamento com Ang-(1-7) por via oral ou intranasal
ndo alterou significativamente os niveis reduzidos destes neurotransmissores nos animais
asmaticos. O tratamento com Ang-(1-7) por via oral também ndo mostrou diferenca com relacao

aos valores de NE e 5-HT dos animais controle.
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A) Cortex pré-frontal (Noradrenalina) B) Cortex pré-frontal (Adrenalina)
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Figura 44. Dosagem de neurotransmissores no cértex pré-frontal de animais submetidos a modelo
experimental de asma alérgica. Grupos controle, asmatico e tratados com Ang-(1-7) por via oral (60ug/
kg) e intranasal (30ug/ kg), n=5-12 por grupo. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p< 0,05
vs controle (One-Way ANOVA seguido pelo teste de Brown-Forsythe).

5.5.2. Dosagem de neurotransmissores no hipocampo

No hipocampo, observamos nos animais asmaticos reducdo significativa dos
neurotransmissores NE (3,15 + 0,48 ng.mg™ de proteina, n=11 vs 6,18 + 1,35 ng.mg™* de proteina,
n=10, nos animais controle; Figura 45A), AD (4,58 + 1,09 ng.mg de proteina, n=11 vs 16,02 +
3,19 ng.mg* de proteina, n=10, nos animais controle; Figura 46B) e DA (2,61+ 0,09 ng.mg™ de
proteina, n=11 vs 25,34 + 6,68 ng.mg™* de proteina, n=9, nos animais controle; Figura 45C). Da
mesma forma que no cortex, o tratamento com Ang-(1-7) oral ou intranasal ndo preveniu a reducao

de neurotransmissores no hipocampo (Figura 45 A-C). Embora os valores de 5-HT nos animais
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asmaticos se apresentassem menores do que 0s dos animais controle, ndo foi estatisticamente

diferente, da mesma forma, os valores obtidos nos animais asmaticos tratados com Ang-(1-7)

(Figura 45D).
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Figura 45. Dosagem de neurotransmissores no hipocampo de animais submetidos a modelo
experimental de asma alérgica. Grupos controle, asmatico e tratados com Ang-(1-7) por via oral (60ug/
kg) e intranasal (30ug/ kg), n=3-11 por grupo. Os resultados estdo expressos como média = EPM. *p< 0,05
vs controle (One-Way ANOVA seguido pelo teste de Brown-Forsythe).

5.5.3. Dosagem de neurotransmissores no estriado

Os valores de NE, AD, DA e 5-HT no estriado dos animais asmaticos ndo foram diferentes

dos valores observados em animais controle. O tratamento com Ang-(1-7) ndo alterou o nivel

destes neurotransmissores no estriado dos animais asmaticos (Figura 46A — 46D).
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Figura 46. Dosagem de neurotransmissores no estriado de animais submetidos a modelo
experimental de asma alérgica. Grupos controle, asmatico e tratados com Ang-(1-7) por via oral (60ug/

kg) e intranasal (30ug/ kg), n=6-12 por grupo.

5.5.4. Dosagem de neurotransmissores na regido da amigdala

Por fim, avaliamos a quantidade de neurotransmissores presentes na regido da amigdala.

Os animais asmaticos apresentaram niveis mais elevados de noradrenalina, adrenalina, dopamina

e serotonina em comparacao ao grupo controle. No entanto, essa alteracdo nao foi estatisticamente

significante (Figura47A - 47D). Os grupos de animais asmaticos tratados por via oral ou intranasal

apresentaram niveis destes neurotransmissores semelhantes a dos animais controle (Figura 47A -

47D).
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Figura 47. Dosagem de neurotransmissores na regido da amigdala de animais submetidos a
modelo experimental de asma alérgica. Grupos controle, asmatico e tratados com Ang-(1-7) por
via oral (60ug/ kg) e intranasal (30ug/ kg), n=3-4 por grupo.

5.6. Efeito do tratamento periférico com Ang-(1-7) sobre expressao de c-Fos em areas
cerebrais de animais submetidos modelo de asma

A Figura 48 representa um corte frontal do cérebro de camundongo do atlas de Paxinos e
Watson (2002) ilustrando a regido do hipocampo (seta azul) e a regido do PVN (seta vermelha)

utilizadas para quantificacdo de neurdnios Fos positivos.
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Figura 48. Diagrama de corte frontal do cérebro de camundongo do atlas de Paxinos e Watson (2002).
llustrando a regido do PVN (seta vermelha) e do hipocampo (seta azul) utilizada para quantificacdo de
neurdnios Fos positivos.

A figura 49 apresenta cortes frontais de cérebro de camundongos ilustrando a marcagéo
obtida para c-Fos, um marcador de ativagao neuronal, na regido do PVN dos grupos controle (A),

asmatico (B) e asmatico tratado com Ang-(1-7) por via oral (C).
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Figura 49. Imagens representativas do PVN (4.0x aumento menor e 20x aumento maior) dos grupos
controle (A), asmatico (B) e asmatico tratado com Ang-(1-7) via oral (C).
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Os dados obtidos com a quantificagdo de c-Fos mostraram que animais asmaticos
apresentaram aumento significante da expressao no PVN (1879 + 399,7 células Fos positivas, n=7)
em relacdo aos animais controle (470,8 + 399,7 células, n=6). Alteracdo da expressdo de c-Fos foi
prevenida pela administracdo oral de Ang-(1-7) (703,4 + 125,5 células Fos positivas, n=5; Figura

50).
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Figura 50. Marcacéo de c-Fos no PVN. Quantificacdo da marcacdo em fatias histologicas (35 um) de
animais controle, asmaticos e animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via oral (60ug/ kg); n=5-8.
Os resultados estdo expressos como média £ EPM. *p< 0,05 vs controle e #p< 0,05 vs asmaticos (One-Way
ANOVA seguido pelo teste de Brown-Forsythe).

A Figura 51, apresenta os cortes frontais da regido do hipocampo dos grupos experimentais

analisados.



Figura 51. Imagens representativas do hipocampo (4.0x aumento menor e 20x aumento maior)
de animais dos grupos controle (A), asmatico (B) e asmatico tratado com Ang-(1-7) via oral (C).
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Os dados obtidos com a quantificagdo de c-Fos mostraram que animais asmaticos
apresentaram aumento significante da expressdo no hipocampo (2697 + 324,3 células Fos
positivas, n=7) em relacdo aos animais controle (512 + 165,9 células Fos positivas, n=6). O
aumento da expresséo de c-Fos foi prevenido pela administracdo oral de Ang-(1-7) (679,9 + 173,8

células Fos positivas, n=5; Figura 52).
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Figura 52. Marcacao de c-Fos no hipocampo. Quantificagdo da marcacéo em fatias histoldgicas (35 um)
de animais controle, asmaticos e animais asmaticos que receberam Ang-(1-7) por via oral (60ug/ kg); n=5-
8. Os resultados estéo expressos como média £ EPM. *p< 0,05 vs controle e #p< 0,05 vs asméticos (One-
Way ANOVA seguido pelo teste de Brown-Forsythe).

A Tabela 2 apresenta um resumo dos principais resultados encontrados nesta etapa deste

trabalho nos diferentes grupos experimentais avaliados.



Tabela 2. Niveis de neurotransmissores e atividade de c-Fos em diferentes areas do cérebro de
camundongos submetidos ao modelo de asma tratados com Ang-(1-7).

Animais asmaticos
Ang-(1-7
Parametros Nao & | )
Tratado | QOrg ntra-
nasal
Cortex Pré-Frontal
NE W - L 17
AD W L 47 L 17
DA W L L 17
5-HT W L 47 L 17
Hipocampo
NE L L 7
o EP W | W[ W
2 DA W W[ W
£ 5-HT - - -
E Regido da Amigdala
2 NE - - -
>
= EP - - -
DA - - -
5-HT - - -
Estriado
NE - = =
EP = = =
DA - = =
5-HT = = =
3 Hipocampo AN =
O PVN ) -

NE= noradrenalina, AD= adrenalina; DA= dopamina; 5-HT=
serotonina; PVN= Nucleo paraventricular do hipotadlamo. As setas
indicam diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle (redugdo
de neurotransmissores) e o trago indica (-) r que ndo houve alteragéo
dos neurotransmissores avaliados. Ang-(1-7) via oral (60ug/ kg),
Ang-(1-7) via intranasal (30pug/ kg) e A-779 ICV (200 ng/h).

100
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6. DISCUSSAO

No presente estudo mostramos que o tratamento de camundongos asmaticos com Ang-(1-
7), por via intranasal ou por via oral, além de atenuar parametros indicativos de inflamacéo
pulmonar atenua o comportamento do tipo ansioso. Mostramos ainda, que o tratamento ICV de
animais asmaticos, com Ang-(1-7), atenua comportamento ansioso e ainda interfere parcialmente
com inflamag&o pulmonar. Além disso mostramos que o protocolo de asma alérgica provocou
aumento de neurdnios c-Fos positivos no PVN e hipocampo, que foi prevenido apds a
administracdo oral de Ang-(1-7). Esses dados sugerem que aumento dos niveis de Ang-(1-7)
centrais ou periféricos podem auxiliar no tratamento da asma, atenuando tanto a inflamagéo
pulmonar quanto o comportamento ansioso e que PVN e hipocampo sdo areas candidatas para
mediar a acdo ansiolitica da Ang-(1-7).

O efeito anti-inflamatdrio pulmonar observado pela administracdo periférica de Ang-(1-7)
estd de acordo com estudos anteriores de nosso (MAGALHAES, G S et al., 2015; 2020;
RODRIGUES-MACHADO et al., 2013) e outros laboratérios (EL-HASHIM et al., 2012, 2019).
Rodrigues-Machado et al. (2013) observaram que o tratamento de animais asmaticos com
AVE0991, um agonista ndo peptidico do receptor Mas, reduziu os niveis de Ang Il nos pulmdes,
preveniu a remodelacdo pulmonar, inflamacgéo e hipertrofia ventricular direita. Neste estudo, o
efeito anti-inflamatdrio foi observado por meio da reducdo dos niveis de IL-5, uma citocina proé-
inflamatoria, e aumento dos niveis de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria. Em estudos
subsequentes, Magalhdes et al. (2015) mostraram que o tratamento com Ang-(1-7) atenua
significativamente a inflamacdo e o remodelamento pulmonar, além de melhorar a reatividade
brénquica em um modelo experimental de asma cronica (MAGALHAES et al., 2015; 2016; 2020;
2021). Alem disso, mostramos que a Ang-(1-7) promove a resolucéo da inflamacéo pulmonar
alérgica, induzindo a apoptose de eosindfilos, a principal célula inflamatéria envolvida na
patogénese da asma alérgica, e a sua remocdo do pulmio (MAGALHAES et al., 2018),

mecanismos que aceleram o retorno a homeostase tecidual.
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Nosso estudo também esta de acordo com os de COSTA-PINTO et al. (2005) e Basso et
al. (2003), que mostraram que este modelo de inducéo de asma alérgica induz comportamento do
tipo ansioso. Em experimentos preliminares durante a padroniza¢do do modelo, ndo observamos
diferenca de comportamento do animal asmatico no teste de esquiva passiva, como descrito por
Costa-Pinto et al. (2005). No entanto, no teste em campo aberto, que é amplamente utilizado para
avaliar comportamento do tipo ansioso, 0s animais asmaticos percorreram distancias menores ou
seja, apresentaram-se mais inativos. Devido a crescente associacao entre depresséo e ansiedade
como comorbidades, torna se dificil a separagdo da relacdo causa-efeito entre as duas,
especialmente quando ha o envolvimento de um terceiro componente como neuroinflamacéao
(CARISSIMI et al., 2018). Por esse motivo, outro pardmetro, avaliado juntamente com a
ansiedade, foi a depressdo. Em nosso estudo, os animais asmaticos também apresentaram maior
comportamento do tipo depressivo, que pdde ser observado por meio do aumento de imobilidade
no teste de suspensdo pela cauda. No entanto, uma questdo importante estd relacionada a
capacidade locomotora frente a doenca pulmonar que poderia afetar o desempenho do animal e
invalidar a realizagdo destes testes. Embora ndo tenhamos testado a for¢a muscular dos animais
para descartar esta possibilidade, trés resultados sugerem que esta é improvavel: 1) o peso dos
animais asmaticos ndo foi alterado ao longo do protocolo; 2) Um porcentagem expressiva (60%)
de animais asmaticos apresentaram resposta idéntica a dos animais controle no teste de esquiva
passiva realizado em experimentos piloto de padronizacdo (Figura 1A em anexo), da mesma forma
gue animais com altos niveis de EPO percorreram distancias no teste de campo aberto semelhante
a de animais com baixos niveis de EPO (Figura 2A em anexo) e, 3) animais asmaticos que
receberam infuséo ICV de Ang-(1-7) ndo apresentaram comportamento ansioso/ depressivo apesar
de apresentar aumento da quantidade de eosindfilos.

O presente estudo avanga no conhecimento ao mostrar que comportamentos do tipo ansioso
ou depressivo dos animais asmaticos foram atenuados pelo tratamento oral ou intranasal com Ang-

(1-7), o que pode representar um beneficio adicional para o tratamento da asma, uma vez que a
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ansiedade e depressdo representam comorbidades importantes com doencgas inflamatdrias
sistémicas e que tornam, doengas como a asma, mais graves e de mais dificil controle (DI MARCO
etal., 2010; VIEIRA, A. A.etal., 2011; MOZZINI MONTEIRO et al., 2016). Além disso, estudos
recentes mostram que pacientes que tiveram asma na infancia ou adolescéncia tem maior risco de
apresentar disturbios de comportamento de enfrentamento ao estresse na vida adulta e velhice
(CAULFIELD; SCHOPF; CAVIGELLI, 2021). Estes resultados também foram observados em
camundongos 9 semanas apos a interrupcdo do estimulo alergénico (CAULFIELD, 2021).

No presente trabalho, administramos Ang-(1-7) por meio de duas vias periféricas
diferentes, a via oral e a via intranasal. Utilizando um raciocinio translacional, a administracéo de
medicamentos por via oral é a mais utilizada, por ser uma via segura, indolor e que permite
autoadministragcdo. As drogas administradas por via oral ficam limitadas a exercer um efeito
sistémico, isso porque a BHE é um empecilho para a entrada, principalmente de peptideos, no
SNC. A administracdo por via intranasal, por outro lado foi escolhida para comparacdo porque
proporciona uma forma n&o invasiva de contornar a BHE (MEREDITH; SALAMEH; BANKS,
2015). Estudos mostram que a droga que é administrada via intranasal pode atingir o SNC por
vias neurais por meio dos nervos olfatério e trigémeo, que inervam a cavidade nasal,
proporcionando uma conexdo direta com o SNC (THORNE et al., 2008). Esses estudos apontam
que as vantagens de usar a administracdo intranasal incluem minimizar a exposicdo a 6rgaos e
tecidos periféricos, reduzindo assim os efeitos colaterais sistémicos e, permitir também que
substancias que normalmente tém rapida degradacdo no sangue exercam seu efeito. Além disso,
os estudos ainda mostram que a entrega intranasal fornece a capacidade de direcionar proteinas e
peptideos para regifes especificas do cérebro quando administrados com substratos como as
ciclodextrinas (LOCHHEAD; THORNE, 2012; MEREDITH; SALAMEH; BANKS, 2015;
NONAKA et al., 2012; BANKS; DURING; NIEHOFF, 2004).

A fisiopatologia dos distdrbios de comportamento relacionados a inflamagdo pulmonar

ainda foi pouco estudada. Os mediadores inflamatérios no pulméo se ligam a receptores seletivos



104

das terminagGes sensoriais aferentes causando ativacdo de areas cerebrais, ativacdo de micrdglia,
liberacdo de neurotransmissores, entre outras (DEHDAR et al., 2019). O acesso central dos
mediadores inflamatorios liberados no pulmé&o poderia ainda se dar através das &reas desprovidas
da BHE ou via terminagdes nervosas aferentes do nervo vago que se projetam parao NTS, primeiro
sitio de integracdo no SNC, como descrito na introducdo. Desta forma, a Ang-(1-7) administrada
por via oral ou intranasal, ao atenuar a inflamacdo pulmonar na asma alérgica, reduziria os niveis
de citocinas pulmao, na circulacdo e possivelmente também no SNC, resultando na reducdo da
atividade de areas cerebrais envolvidas com a resposta ao estresse emocional (depresséo e
ansiedade), bem como as areas envolvidas com a ativacdo do eixo HPA. O resultado obtido com
c-Fos no PVN e hipocampo estd de acordo com esta possibilidade. Desta forma, o efeito
ansiolitico e antidepressivo obtido com a administracdo periférica de Ang-(1-7) poderia estar
relacionado exclusivamente ao efeito anti-inflamatério pulmonar. No entanto, observamos que
nos animais asmaticos que receberam infusdo de Ang-(1-7) ICV, o comportamento do tipo
ansioso/ depressivo foi prevenido mesmo na presenca de inflamagé&o pulmonar.

O efeito benéfico da Ang-(1-7), administrada no SNC, sobre o comportamento emocional
ja foi explorado em nosso e outros laboratérios (DE MELO 2020; WANG et al. 2016; BILD et
al., 2013), em outros modelos experimentais. Kangussu et al. (2013) mostraram que ratos com
reducdo de angiotensinogénio no cérebro apresentavam comportamentos similares a ansiedade e
depressdo, e que a infusdo ICV de Ang-(1-7) reverteu tais alteraces comportamentais. E ao
contrario, uma linhagem de rato transgénico que tem niveis circulantes aumentados de Ang-(1-7)
apresentou reducdo do comportamento ansioso, que foi abolida apds a infusdo ICV com A-779.
Com relacéo as respostas cardiovasculares ao estresse, em nosso laboratério Martins Lima et al.,
(2013) demonstraram que a injecdo ICV ou endovenosa de Ang-(1-7) reduziu a taquicardia
evocada pelo estresse induzido por jato de ar, e que este efeito era revertido na presenca de A-779,
sugerindo o envolvimento do eixo Ang-(1-7)/Mas na resposta cardiovascular ao estresse

emocional agudo. Neste mesmo sentido, outro estudo observou que microinjecdes de Ang-(1-7)
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na amigdala basolateral bloquearam completamente a taquicardia e atenuaram a resposta pressora
induzida pelo estresse do jato de ar (OSCAR et al., 2015).

Considerando o efeito ansiolitico e antidepressivo da Ang-(1-7) administrada por via ICV
descritos acima, ndo podemos descartar um efeito direto da Ang-(1-7) administrada por via oral
nas areas desprovidas da BHE ou ainda um acesso ao SNC através dos nervos olfatdrio e trigémeo,
da Ang-(1-7) administrada por via intranasal. Tanto as areas desprovidas de barreira (6rgaos
circunventriculares- OVLT, 6rgédo subfornical, AP, recesso preoptico, hipéfise, etc) como as areas/
nacleos que recebem informacédo dos nervos olfatdrios (cortex) e trigémeo (NTS) estdo envolvidas
ou se projetam para as principais areas relacionadas com comportamento/estresse emocional
(amigdala, hipocampo, cortex pré-frontal entre outras) (DAVIDSON, 2003; ROXO et al., 2011).
Outra possibilidade é o acesso da Ang-(1-7) as &reas dentro da BHE devido a ruptura da
integridade da barreira em decorréncia da inflamacdo pulmonar, uma vez que os mediadores
inflamatorios e os leucocitos estdo na circulagdo sanguinea. Assim, ndo podemos afirmar que o
efeito ansiolitico da Ang-(1-7) se restringiu a periferia, ou seja, a sua ac¢ao anti-inflamatéria no
pulmdo. Na tentativa de avaliar se parte do efeito observado com a administragdo periférica da
Ang-(1-7) poderia estar relacionada a agdo no SNC, infundimos via ICV o antagonista do receptor
Mas, 0 A-779, em animais asmaticos tratados com Ang-(1-7) por via oral ou intranasal. A-779
ndo impediu a melhora dos parametros inflamatorios e comportamentais obtidos com o tratamento
periférico com Ang-(1-7). Esse dado sugere que a reducdo do comportamento ansioso é obtida
pela reducdo da inflamacdo periférica. No entanto, é necessario elencar algumas possibilidades
antes de se estabelecer esta concluséo.

Inicialmente, uma possibilidade que ndo pode ser descartada neste estudo é a interagdo da
Ang-(1-7) com outros receptores insensiveis ao A-779, como o receptor AT2. O receptor AT é
amplamente distribuido no SNC (GUIMOND; GALLO-PAYET, 2012). Estudos anteriores
demonstraram que Ang-(1-7) se liga com baixa afinidade aos receptores ATy e AT, (ROWE et

al., 1995). O bloqueio do receptor ATz, com PD123319 no PVN diminuiu a atividade simpética
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do nervo renal, mas ndo teve efeito significativo na PA e na frequéncia cardiaca (SILVA;
SANTOS; FONTES, 2005). Ademais, Qadri et al. (1998) mostraram que o efeito da microinjecao
de Ang-(1-7) no PVN, induziu a liberag&o de vasopressina, no entanto, esse efeito foi prevenido
pela administracéo de losartan (antagonista de AT1) e PD123319 (antagonista de AT> e MrgD)
indicando que algumas agfes da Ang-(1-7) podem ser mediadas por outros receptores além do
Mas (QADRI et al., 1998). Além disso, ha a possibilidade de o efeito estar sendo mediado por
outros fragmentos da Ang-(1-7), alamandina ou Ang-(3-7). A alamandina (Ala-Arg2-Val3-Tir*-
lle>-His®-Pro’) é o mais recente peptideo do SRA, que se difere da Ang-(1-7) apenas pela presenca
da alanina no lugar do aspartato. A alamandina apresenta efeitos bioldgicos semelhantes aos da
Ang-(1-7), que ndo séo antagonizados por A-779, visto que as a¢des da alamandina sdo mediadas
pelo receptor MrgD (LAUTNER et al., 2013). Da mesma forma, a Ang-(3—7), fragmento do SRA
que poderia ser formado a partir da Ang-(1-7), mostrou efeitos sobre a PA e na FC de ratos, que
também ndo foram alterados na presenca de A779 ou losartan (FERREIRA et al., 2007).

Outra possibilidade, menos plausivel, poderia estar relacionada a discrepancia entre as
areas atingidas pela infusdo ICV de A-779 e aquelas onde a Ang-(1-7) administrada
perifericamente estaria atuando. E esperado que as areas primarias a serem atingidas por infus&o
ICV de peptideos sejam as areas circunventriculares e, possivelmente, areas/ ncleos adjacentes a
estas, especialmente considerando a infusdo continua de longo prazo (Paxinos e Watson, 2002).
Entre essas podemos destacar o PVN, a AP, 0 NTS. No entanto, estudo de Glascock et al. (2011)
mostraram que uma infusdo ICV pode ser capaz de atingir os hemisférios esquerdo e direito e 0
bulbo olfatério em aproximadamente 60 minutos (GLASCOCK et al., 2011). O receptor Mas esta
amplamente distribuido nestas areas (BECKER et al., 2007; BUNNEMANN et al., 1990;
METZGER et al., 1995). Além disso, hd uma boa sobreposi¢do entre as &reas circunventriculares
e as desprovidas da BHE ou que recebem aferéncias diretas dos nervos vago, trigémeo e olfatério
e que poderiam ser afetadas diretamente pela Ang-(1-7) (THORNE et al., 2008). No entanto,

ainda precisaremos responder a questdo: quais sdo as areas criticas para a atuagdo no modelo de
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inflamacdo pulmonar alérgica? Em nosso estudo mostramos que pelo menos o PVN e o
hipocampo seriam &reas envolvidas no efeito da Ang-(1-7). No entanto, se outras areas também
participam da resposta e se a alteragdo da atividade destas areas € decorrente de atuacéo direta ou
indireta da Ang-(1-7), ainda devera ser esclarecido em estudos futuros. Da mesma forma, ainda
devera ser esclarecido se a infusdo ICV do antagonista se difunde para estas areas ou para areas
que se projetam para estas.

Finalmente, outra possibilidade também pouco plausivel para explicar a falha do A779 em
bloguear o efeito ansiolitico da Ang-(1-7), é se a taxa de infusdo do antagonista foi suficiente para
produzir bloqueio efetivo do receptor Mas. No entanto, estudos anteriores mostraram que a
infusdo ICV de Ang-(1-7) [200 ng/h] em ratos hipertensos aumentou o tdnus parassimpatico, e
esse efeito foi abolido por uma co-administracdo de A-779 (1 ug/h) (KANGUSSU et al., 2015).
Em um outro estudo, a administracdo de Ang-(1-7) [5 nmol/ ul] atenuou significativamente as
deficiéncias cognitivas em ratos com diabetes, e este efeito foi revertido na presenca de A-779 [50
nmol/ul], (CHEN et al., 2017).

Outro resultado de nosso estudo € que a infusdo ICV de A-779 em animais asmaticos ndo
tratados, modificou pouco a resposta inflamatéria e 0 comportamento do tipo ansioso, sugerindo
gue animais asmaticos apresentam baixos niveis de Ang-(1-7) cerebral, ou ainda, que o efeito da
Ang-(1-7) esté relacionado a outro receptor, 0 AT, como discutido acima. Da mesma forma que
mencionado acima, ha a possibilidade da taxa de infusdo ter sido insuficiente para promover o
bloqueio efetivo do receptor Mas ou ndo ter atuado nas regides criticas para as respostas avaliadas
neste estudo. Um resultado que corrobora a auséncia de efeito com a infusdo ICV de A-779, foi
obtido em animais MasKO. Em nosso estudo, animais com delecdo do receptor Mas asmaticos
apresentaram quadro inflamatorio pulmonar e comportamentos do tipo ansioso e depressivo
similar a dos animais selvagens asmaticos. A resposta inflamatéria do MaskKO a OV A contrastou
com estudo anterior do nosso laboratério (MAGALHAES et al., 2016), que mostrou que a delecéo

genética do receptor Mas, agrava a inflamagdo pulmonar induzida por OVA. No entanto, no
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estudo de MAGALHAES et al., (2016), os animais foram submetidos a modelo de inflamag#o
pulmonar alérgica crénica onde os animais receberam 4 imunizagdes com OVA e foram
submetidos a 4 semanas de desafios com OVA.

Um outro aspecto de nosso estudo € que a infusdo ICV com Ang-(1-7) produziu pequena
reducdo na inflamacdo pulmonar nos animais asmaticos, sugerindo que a Ang-(1-7) pode modular
a inflamacao pulmonar via SNC, adicionando mais uma evidéncia de que a conexao neuro-imune
ndo é unidirecional, e pode depender de eferéncia colinérgica vagal como descrito na introdugéo
(COSTA-PINTO et al., 2005 e 2007; BASSO et al., 2003). Esta via pode ter sido ativada nos
animais asmaticos que receberam infusdo Ang-(1-7) ICV, o que poderia explicar o efeito anti-
inflamatorio do tratamento ICV com Ang-(1-7), ainda que pequeno. Este resultado esta de acordo
com os estudos de Passaglia et al., (2020) que observaram que a administragdo de Ang-(1-7) ICV
atenuou a inflamacdo periférica em animais submetidos ao modelo de inflamag&o induzido por
LPS (PASSAGLIA et al., 2020). Além disso, estudos anteriores de nosso laboratério em animais
hipertensos (KANGUSSU et al., 2015) ou submetidos a modelo de sindrome metabolica
(GUIMARAES et al.,, 2014) mostraram que a infusdo ICV de Ang-(1-7) aumenta o tonus
parassimpatico cardiaco. Interessante observar que alguns autores mostraram que 0S niveis
plasméticos de TNF em animais submetidos ao modelo de inflamacdo sistémica por LPS, nédo
foram alterados pela vagotomia cervical bilateral. De fato, os niveis de TNF aumentaram apos a
seccao do nervo esplénico maior, sugerindo que o braco eferente do reflexo seria na verdade o
nervo simpatico esplénico e ndo o nervo vago, como postulado anteriormente (HUSTON et al.,
2006; ROSAS-BALLINA; TRACEY, 2009). Além disso, Passaglia et al., (2020) mostraram que
o efeito anti-inflamatorio da Ang-(1-7) administrada ICV em modelo de endotoxemia por LPS
depende de eferéncia simpatica. Estudos futuros deverao avaliar se a Ang-(1-7) ICV altera o ténus
autondmico (parassimpatico ou simpatico) para o pulmao.

No presente estudo avaliamos a expressdo de c-Fos em neurdnios do PVN e hipocampo,

regides do SNC que estdo envolvidas em padrdes comportamentais relacionados ao controle
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afetivo e emocional. Costa-Pinto et al. (2007) mostraram que camundongos com alergia alimentar,
exibiram também comportamento mais ansioso, aumento de corticosterona sérica e maior
marcacdo c-Fos em nucleos relacionados ao controle emocional, como a regido da amigdala e o
PVN. Em nosso trabalho, os animais asmaéticos também apresentaram maior expressao de
neurénios Fos positivos na regido do PVN e do hipocampo. Além disso, o tratamento com Ang-
(1-7) por via oral foi capaz de atenuar a expressdo nestas areas. Considerando que o PVN esté
envolvido na resposta ao estresse e que recebe projecfes de areas sensoriais envolvidas com a
aferéncia inflamatoria, como o NTS (HOSOI et al., 2005), € esperado 0 aumento de c-Fos no PVN.
Além disso, um estudo recente mostrou que infusdo de IL-1B no PVN, aumentou a expressdo de
proteina &cida fibrilar glial, e induziu comportamentos semelhantes a ansiedade (SHIM et al.,
2019). O hipocampo, por outro lado, é uma regido que recebe projecdes da amigdala e juntamente
com o cortex pré-frontal regulam respostas emocionais como o0 medo e a ansiedade
(BANNERMAN et al., 2003, 2004; FANSELOW; DONG, 2010). Além disso, Bannerman et al.
(2003) observaram que lesbes no hipocampo de ratos apresentaram um efeito ansiolitico,
diminuindo o comportamento de congelamento em resposta estimulo de medo condicionado
(choque), sem afetar a resposta motora que foi observada por meio do teste em campo aberto.
Nossos resultados estdo de acordo com estes dados, e sugerem que a maior ativacdo neuronal no
hipocampo observada em nosso estudo, pode estar diretamente relacionada ao aumento dos niveis
de ansiedade induzidos pela asma alérgica. E interessante mencionar que no estudo de COSTA-
PINTO et al. (2006) foi observado que a expressdo de c-Fos no PVN e amigdala foram
dependentes dos niveis de IgE. De acordo, em estudo anterior mostramos que o tratamento com
Ang-(1-7) atenua os niveis de IgE circulantes em modelo de asma alérgica (MAGALHAES et al.,
2015; MAGALHAES et al., 2020).

Em nosso estudo, o tratamento com Ang-(1-7) atenuou a inflamagdo pulmonar e os
comportamentos de ansiedade/ depressdo em animais com asma alérgica. A reducdo da atividade

de areas envolvidas com estresse emocional pelo tratamento com Ang-(1-7) foi evidenciada pela
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reducdo da expressdo de c-Fos no PVN e Hipocampo. A expressdo de c-Fos em outras areas
devera ser avaliada em estudos futuros. No entanto, os tratamentos com Ang-(1-7) nédo
provocaram alteracdo nos niveis reduzidos dos neurotransmissores avaliados, noradrenalina,
adrenalina, dopamina e serotonina no cortex pré-frontal e noradrenalina, adrenalina e dopamina
no hipocampo dos animais asmaticos. Assim, outros mediadores ou outros mecanismos devem
estar envolvidos no efeito ansiolitico da Ang-(-7) nos animais asmaticos, pelo menos nestas areas.

A serotonina é um neurotransmissor bastante estudado tanto na doenca da asma quanto da
ansiedade. Kanaya et al. (2012) observaram em um modelo experimental de asma alérgica (com
antigeno de &caro da poeira doméstica), que os animais apresentavam comportamento do tipo
depressivo e elevacgdo de citocinas pré-inflamatorias séricas. Estes resultados foram associados a
maior ativacao neuronal, aumento de proteina &cida fibrilar glial e quimase no cérebro dos animais
asmaticos (KANAYA et al., 2022). Em nosso estudo, observamos que o protocolo de asma
reduziu a quantidade de serotonina apenas na regido do cortex pré-frontal, e que esta néo foi
alterada pelos tratamentos com Ang-(1-7). Interessante mencionar, que ratos transgénicos que
apresentam superexpressao de uma proteina produtora de Ang-(1-7) tecidual, especialmente no
cérebro, (ratos TG-L7371-ANDI) exibem comportamento menos ansioso, mas nao apresentam
diferenca nos niveis cerebrais de serotonina (dosada no cérebro inteiro; Alenina N, dados nédo
publicados, comunicacdo pessoal). Estes dados reforcam a necessidade de se realizar uma
exploracdo mais sistematica das areas e neurotransmissores que poderiam estar relacionados com
os efeitos benéficos da Ang-(1-7).

A disfuncéo da neurotransmissao monoaminérgica (dopamina, noradrenalina, adrenalina,
serotonina) pelo estresse emocional é descrita como a hipotese mais prevalente na fisiopatologia
da depressdo/ ansiedade (DELGADO, 2000; LIU et al., 2017). A terapia antidepressiva de
primeira linha baseada na hipdtese da monoamina tem prevalecido por quase 70 anos, e visa
melhorar o nivel de monoaminas (como a serotonina e norepinefrina) no cérebro (LIU et al., 2017).

No entanto, o efeito terapéutico é limitado, pois geralmente leva varias semanas ou meses para
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alcancar efeitos benéficos e até 30% dos pacientes ndo respondem a medicamentos antidepressivos
(LIU et al., 2017; JAKOBSEN et al., 2017), sugerindo que a hip6tese da monoamina pode nédo
representar completamente o mecanismo fisiopatologico da depressdo/ ansiedade.

De forma geral os mecanismos cerebrais envolvidos no comportamento ansioso ou
depressivo em animais submetidos a modelos de asma ainda foram muito pouco estudados. Outros
neurotransmissores envolvidos nas condi¢cBes neuropsiquiatricas, incluindo a depressdo e
ansiedade, envolvem a disfun¢édo do sistema gabaérgico, glutamatérgico e colinérgicos (DUMAN;
SANACORA; KRYSTAL, 2019; PHAM et al., 2009). Em nossa pesquisa bibliogréafica, ndo
encontramos estudos mostrando alteracdo destes mediadores em animais asmaticos. Desta forma,
0s niveis destes neurotransmissores e das monoaminas deverdo ser avaliados em outras areas do
SNC para se identificar quais mediadores estariam envolvidos no efeito ansiolitico da Ang-(1-7)
em animais asmaticos.

Nos ultimos anos, muitos estudos mostraram de forma consistente que a neuroinflamacéo
induzida por doenca inflamatoria periférica ou por estresse emocional e as mudancas subsequentes
nas regides cerebrais envolvidas na regulagdo emocional, desempenham papel essencial no
desenvolvimento patolégico de doencas neuropsiquitricas, incluindo depressao e transtornos de
ansiedade (ARRANZ; GUAYERBAS, FUENTE, 2007; DOWLATI et al., 2010; MAES et al.,
1998; MICHOPOULOS et al., 2017; PITSAVOS et al., 2006; SALIM; CHUGH; ASGHAR, 2012,

ZORRILLA etal., 2001).

Zhang et al. (2019) postularam que TNF-a, IL-1p e IFN-y poderiam ser os biomarcadores
neuropsicoldgicos envolvidos no fenétipo da asma. Eles observaram que pacientes asmaticos com
sintomas de depressdo, apresentaram pior controle da asma, dispneia mais grave e elevacao da
quantidade de neutrofilos em escarro. Além disso, encontraram niveis mais elevados de 1L-1p,
TNF-a e IFN-y no sangue e IL-1P e I[FN-y escarro, que foram superiores em relagdo aos pacientes
asmaticos nao depressivos (ZHANG et al.,, 2019). Estudos também mostraram que a

administracdo de IL-1p no PVN de ratos induziu aumento da liberagdo de GABA em astrocitos e
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comportamento do tipo ansioso (SHIM et al., 2019). De acordo, tratamento que induziu inibi¢do
das células gliais, inativou astrocitos, reduziu a liberacdo de GABA e também reduziu os
comportamentos semelhantes & ansiedade (SHIM et al., 2019). Por outro lado, estudos anteriores
mostraram que a Ang-(1-7) tem efeito anti-inflamatério, reduzindo IL-B, IL-6 € TNF-a. no SNC
em hipertensdo arterial e acidente vascular encefalico (KANGUSSU et al., 2021, 2022). Desta
forma, os niveis de citocinas no plasma e SNC de animais asmaticos tratados com Ang-(1-7)

devera ser avaliado em estudos futuros.

LII\/IITAC@ES DO ESTUDO E ETAPAS FUTURAS

O presente estudo apresenta algumas limitacGes e/ou etapas que deverao ser abordadas em
trabalhos futuros. Por exemplo, ha a necessidade de se comprovar que 0s animais asmaticos nao
apresentam incapacidade motora decorrente da baixa oxigenagao ou forga muscular, o que poderia
invalidar os testes comportamentais em campo aberto e suspenséo pela cauda. As dosagens de
IgE circulante, citocinas e Ang-(1-7) no pulmao, circulacdo e no SNC poderiam contribuir para
elucidar os resultados. Além disso, em estudos futuros sera importante identificar as areas
cerebrais atingidas pelo tratamento periférico e ICV com Ang-(1-7), bem como a possibilidade de
formagdo de outro peptideo e ainda, identificar o receptor envolvido no efeito ansiolitico/

depressivo em animais asmaticos.
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7. SINTESE DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

O tratamento de camundongos asmaticos com Ang-(1-7), oral ou intranasal, atenuou o
comportamento do tipo ansioso e os parametros indicativos de inflamag&o pulmonar. Além disso,
o0 tratamento por via oral com Ang-(1-7) reduziu a atividade neuronal em &reas relacionadas ao
controle do comportamento emocional de enfrentamento ao estresse, no PVN e hipocampo, como
evidenciado pela expressao de c-Fos. No entanto, tratamento com Ang-(1-7) ndo alterou os niveis
reduzidos de neurotransmissores no cortex e hipocampo. O efeito ansiolitico e anti-inflamatorio
da Ang-(1-7) n&o foi alterado com infuséo ICV de A-779 e animais MasKO apresentaram quadro
inflamat6rio pulmonar e comportamentos ansiolitico/ depressivo semelhante a camundongos
selvagens. Por outro lado, a infusdo ICV de Ang-(1-7) também induziu efeito ansiolitico
acompanhado de efeito anti-inflamatério pulmonar parcial. A figura 53 representa o resumo dos

principais achados deste trabalho.

Em conjunto os resultados do presente estudo confirmaram que a Ang-(1-7) apresenta
efeito anti-inflamatério e ansiolitico em modelo de inflamacdo alérgica, que confere a este

peptideo um beneficio adicional para o tratamento de doencas inflamatdrias, como a asma.
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Figura 53. Resumo gréafico dos resultados. A Ang-(1-7) administrada por via oral ou intranasal, ao
atenuar a inflamacéo pulmonar alérgica, reduziria a sinalizacdo inflamatéria para o SNC, resultando na
reducdo da atividade de &reas cerebrais envolvidas na resposta emocional. Outra possibilidade é que parte
da atuacdo da Ang-(1-7) tenha efeito direto no SNC (poderia passar também por &reas desprovidas da BHE).
Além disso, a Ang-(1-7) administrada no SNC poderia mediar a inflamacao periférica via reflexo anti-
inflamatério humoral, simpético ou vagal.
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9. ANEXOS
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Figura 1A. Teste comportamental de esquiva passiva. Inicialmente cada camundongo foi
familiarizado com o aparato de teste que consiste em uma caixa de acrilico (45 x 20 x 20) dividido
em dois compartimentos separados por uma porta deslizante. Um dos compartimentos,
correspondente a 2/3 do tamanho da caixa, é todo fechado e compreende o lado escuro do aparato.
O outro compartimento, correspondente a 1/3 do tamanho da caixa, é aberto na parte superior e
iluminada por uma luminaria, lado claro. Ao serem colocados no compartimento claro, geralmente
0s animais passam rapidamente para 0 compartimento mais seguro, ou seja, o lado escuro. No 18°
dia de protocolo, cada animal era colocado no compartimento claro e a laténcia para entrar no
compartimento escuro era mensurada (1 minuto de corte). Uma vez no compartimento escuro, a
porta de ligacdo era fechada e o animal recebia uma nebulizacdo com OVA (2,5%) durante 10
minutos como estimulo aversivo. No dia seguinte (199), o teste era repetido e a laténcia para a
passagem para o compartimento escuro foi registrada (corte 5 minutos). Geralmente, os animais
que exibem comportamento do tipo ansioso apresentam maior laténcia durante o teste em relacéo
ao treino. Os graficos apresentam a laténcia para passar para 0 compartimento escuro da caixa

(Time, seg) no pre-teste e no dia do teste em animais controle, asmaticos e animais asmaticos que
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receberam Ang-(1-7) por via oral (60ug/ kg). n=7-10. Os resultados estdo expressos como média

+ EPM.
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Figura 2A. Correlacdo entre parametros inflamatorio e comportamental. Os graficos
apresentam a correlacdo entre parametros de inflamacdo e ansiedade. No eixo X esta representado
o teste utilizado para avaliagdo do comportamento do tipo ansioso em campo aberto, parametro de
locomocéo, enquanto o eixo Y representa o pardmetro inflamatorio, a medida indireta de
eosindfilos no pulméo através da concentracdo de EPO. Para esta analise incluimos os animais
citados nos resultados 5.1. (protocolo para tratamento via oral) e 5.2. (protocolo para tratamento
via intranasal). Os graficos apresentam os animais controle, asmaticos e animais asmaticos que
receberam Ang-(1-7) por via oral (60ug/ kg) e via intranasal (30ug/ kg); n=17-27. O grupo de
animais asmaticos apresentou uma correlacdo estatisticamente significante p= 0,0212 entre os
parametros avaliados, indicando que os maiores niveis de inflamacédo estdo correlacionados com
maior comportamento do tipo ansioso. Vale mencionar que para o teste de campo aberto, a relacéo
entre a locomogdo e ansiedade é proporcionalmente inversa, ou seja, quanto menor a exploracéo
do ambiente, mais ansiosos os animais estdo. (Controle p= 0,2539 e Ang-(1-7) p= 0,1445;

Correlagéo de Pearson).
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
) ~ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):

Esta é uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situacao de

uma solicitagdo.

Protocolo CEUA: 290/ 2018

Titulo do projeto: Caracterizacdo do efeito da angiotensina-(1-7) sobre disturbios de
comportamento de animais com inflamacao pulmonar alérgica

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Maria Jose Campagnole dos Santos

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Fisiologia e Biofisica
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Belo Horizonte, 01/10/2018.
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