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RESUMO

A asma € uma doenca inflamatoria crbnica caracterizada por uma sindrome clinica de
hiperresponsividade brénquica, inflamacéo e obstrucéo reversivel ao fluxo aéreo. O sistema
renina-angiotensina (SRA) esta envolvido na fisiopatologia da inflamacao pulmonar, sendo a
angiotensina 1l (Ang Il) um fator pré-inflamatorio e a angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] anti-
inflamatdrio. Alamandina € um novo peptideo do SRA que pode ser formado a partir de Ang
A, através da enzima conversora de angiotensina 2 (ECAZ2) ou diretamente da Ang-(1-7) atraves
da descarboxilacdo do residuo amino terminal, o acido aspartico. Atualmente, a maioria das
acOes atribuidas a Alamandina estao relacionadas ao sistema cardiovascular. Estudos prévios
mostraram que Alamandina induz efeitos cardioprotetores como liberacdo de oxido nitrico,
efeitos anti-fibroticos e anti-hipertroéficos. No presente estudo, investigamos o efeito da
Alamandina em um modelo experimental de asma induzido por ovalbumina (OVA). Para este
propdsito, camundongos BALB/c foram submetidos a inflamacdo pulmonar alérgica, por
sensibilizagdo (duas injecBes de 100 pug de OVA com adjuvante de hidréxido de aluminio a 2%,
intervalo de 7 dias) e desafio com ovalbumina (OVA) (8 administra¢@es intranasais de 10 g
de OVA ,12-19° dia). Camundongos sensibilizados e desfiados com OVA foram tratados com
administracao oral de Alamandina (50 pg/ kg) incluida em HPBCD antes de cada desafio. No
21° dia do protocolo (48 horas ap6s o ultimo desafio com OVA) foi coletado o fluido do lavado
broncoalveolar (LBA) e os pulmdes. A expresséo proteica de GATAS e IkB-a foi realizada por
Western blotting, citocinas e quimiocinas por ELISA e o remodelamento pulmonar foi avaliado
por histologia. Primeiramente, utilizando a técnica de imunofluorescéncia mostramos que o
receptor envolvido nos efeitos da Alamandina, o MrgD, estd expresso em macrofagos,
eosinofilos e neutrofilos provenientes do fluido do LBA. Camundongos sensibilizados e
desafiados com OVA e tratados com formulacao oral de Alamandina, apresentaram reducao do

numero de eosinofilos no LBA. A reducdo da inflamacdo pulmonar foi associada a menor
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ativacdo de GATA3 e NF-kB. Além disso, a Alamandina reduziu a deposicdo de matriz
extracelular e colageno entorno das vias aéreas. Para avaliar a participacdo do receptor MrgD
na inflamacdo pulmonar alérgica, utilizamos animais com deficiéncia genética do receptor
MrgD (MrgD-KO). Camundongos MrgD-KO desafiados com OVA apresentaram perfil
inflamatdrio semelhante aos animais WT-OVA (C57BI6/J). O namero de eosinofilos no fluido
do LBA ndo foi diferente dos encontrados nos camundongos WT-OVA. No entanto,
observamos menor atividade das enzimas peroxidase eosinofilica e mieloperoxidade no pulméo
do grupo MrgD-KO-OVA, que indica reducéo de eosinéfilos e neutrofilos no tecido. Também
observamos atenuacdo do espessamento da parede alveolar nos MrgD-KO. Em conjunto os
resultados deste estudo mostraram que o tratamento com formulacao oral de Alamandina induz
efeitos antiinflamatérios e antifibroticos no pulmdo de camundongos sensibilizados e
desafiados com OVA. Na auséncia do receptor MrgD, no entanto, 0os camundongos
apresentaram perfil inflamatorio semelhante ao observado nos animais WT, sugerindo que
outros mecanismos compensam a falta de atuacdo da Alamandina/MrgD e o curso da
inflamacéo pulmonar ndo se altera. Os resultados deste estudo ampliam o conjunto de agdes
do SRA e indicam que a Alamandina pertence ao grupo de peptideos contrarreguladores deste
sistema e que, o desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas que levem ao aumento de
Alamandina poderdo contribuir para melhorar o tratamento das doencas inflamatorias.

Palavras chave: Alamandina, receptor MrgD, eosinofilos, GATAS3, Sistema renina-

angiotensina
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ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease characterized by a clinical syndrome of bronchial
hyperresponsiveness, inflammation and reversible airflow obstruction. The renin-angiotensin
system (RAS) is involved in the pathophysiology of pulmonary inflammation, with angiotensin
Il (Ang Il) being a pro-inflammatory and angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] anti-inflammatory.
Alamandine is a new RAS peptide formed from Ang A, through angiotensin converting enzyme
2(ACE2) or, directly from Ang-(1-7) through the decarboxylation of the amino terminal
residue, aspartic acid. Currently, most of the actions attributed to Alamandine are related to the
cardiovascular system. Previous studies have shown that Alamandine induces cardioprotective
effects, such as, release of nitric oxide, anti-fibrotic and anti-hypertrophic effects. In the present
study, we investigated the effect of Alamandine in an experimental model of asthma induced
by ovalbumin (OVA). For this, BALB/c mice were subjected to allergic pulmonary
inflammation by OVA sensitization (2 injections of 100 pg of OVA with 2% aluminum
hydroxide adjuvant, 7 days apart) and challenge (8 administrations of 10 pg OVA, from 12" to
19" day of protocol). Mice sensitized and challenged with OVA were treated with oral
administration of Alamandine (50 pg/kg) included in HPBCD before each challenge. On the
21st day of the protocol (48 hours after the last challenge with OVA), bronchoalveolar lavage
fluid (BAL) and lungs were collected. Protein expression of GATA3 and IkB-a was performed
by Western blotting, cytokines and chemokines by ELISA and pulmonary remodeling was
assessed by histology. First, using the immunofluorescence technique, we showed that the
receptor involved in the effects of Alamandine, MrgD, is expressed in macrophages,
eosinophils and neutrophils in the BAL fluid. Mice sensitized and challenged with OVA and
treated with oral formulation of Alamandine showed a reduction in the number of eosinophils
in BALF. Reduction in pulmonary inflammation was associated with lower activation of

GATA3 and NF-«xB. In addition, Alamandine reduced the deposition of extracellular matrix
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and collagen around the airways. To evaluate the participation of the MrgD receptor in allergic
lung inflammation, we used animals with genetic deficiency of the MrgD receptor (MrgD-KO).
MrgD-KO mice challenged with OVA showed an inflammatory profile similar to the animals
WT-OVA (C57BI6/J). The number of eosinophils in the BAL fluid was not different from
those found in WT-OVA mice. However, we observed lower activity of the eosinophilic
peroxidase and myeloperodase enzymes in the lung of the MrgD-KO-OVA group, which
indicates a reduction in eosinophils and neutrophils in the tissue. We also observed attenuation
of the thickening of the alveolar wall in MrgD-KO. Together the results of this study showed
that treatment with oral formulation of Alamandine induces anti-inflammatory and antifibrotic
effects in the lung of mice sensitized and challenged with OVA. In the absence of the MrgD
receptor, however, the mice presented inflammatory profile similar to that observed in WT
animals, suggesting that other mechanisms compensate the lack of Alamandine MrgD action.
The results of this study advance the of actions of the RAS and indicate that Alamandine
belongs to the group of counter-regulatory peptides of this system. Further, the development
of pharmacological strategies that lead to an increase in Alamandine may contribute to
improving treatment of inflammatory diseases.

Key words: Alamandine, MrgD receptor, eosinophils, GATA3, Renin-angiotensin system
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1. INTRODUCAO

1.1 Asma

A asma alérgica é uma doenca inflamatdria crénica das vias aéreas caracterizada pelo
recrutamento e migracdo de celulas inflamatdrias para os pulmdes (Holgate et al., 2015). A
asma é a doenca inflamatoria mais comum do sistema respiratdrio, acometendo tanto criangas
quanto adultos. Recentes estudos epidemioldgicos estimam que a asma afeta cerca de 334
milhdes de pessoas em todo o mundo. Apesar dos avangos na compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na fisiopatologia da asma, altas taxas de morbidade e mortalidade ainda

estdo associadas a essa doenca pulmonar (Papi, Brightling, Pedersen, & Reddel, 2018).

As manifestacOes clinicas da asma séo dispneia, sibilos, tosse, excesso de producédo de
muco e limitagdo variavel ao fluxo aéreo. A patogénese da asma esta fortemente relacionada a
interagBes genéticas, ambientais e sequéncia de eventos inflamatorios e de reparo tecidual, tais
condicGes impossibilitam a prevencdo e a cura. Sendo assim, € essencial o controle adequado
da inflamacdo pulmonar, a fim de evitar exacerbacbes dos sintomas, hospitalizaces e
morbidade, contribuindo para a melhora da qualidade de vida e manutengéo das atividades de
vida diaria do paciente asmatico (Global Initiative for Asthma, 2020; Russell & Brightling,
2017).

Tradicionalmente na clinica médica dois fenotipos de asma estdo bem caracterizados.
A asma alérgica e asma ndo alérgica. A maioria das criancas e aproximadamente 50% dos
adultos apresentam o fenotipo de asma alérgica, caracterizado por niveis séricos elevados de
imunoglobulina E (IgE) (Lambrecht & Hammad, 2015). Geralmente a asma alérgica tem inicio

na infancia e se perpetua ateé a idade adulta. A existéncia de outras desordens alérgicas como
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eczema e rinite alérgica é frequentemente observada nesses pacientes, aproximadamente 80%
dos individuos asmaticos apresentam rinite alérgica e asma na fase adulta.

Por outro lado, a asma ndo alérgica geralmente se inicia na fase adulta e ndo esta
associada a niveis elevados de IgE no plasma. O fenétipo de asma ndo alérgica € mais comum
em mulheres e estd frequentemente associado a rinossinusite cronica, pélipos nasais e
obesidade (de Groot, Ten Brinke, & Bel, 2015; Lambrecht & Hammad, 2015).

A sensibilizacdo ao alérgeno é a etapa inicial para que o individuo desenvolva a asma.
Esse processo leva a expanséo clonal de células CD4* T helper 2 (Th2), para que ocorra a defesa
efetiva do hospedeiro (representado na figura 1). Linfécitos Th2 sdo responsaveis por
orquestrar a resposta imune na asma, por meio da liberacéo das interleucinas IL-4, IL-5, IL-9,

IL-13 (Holgate, 2011; Holgate & Polosa, 2008; Pelaia, Vatrella, & Maselli, 2012; Wynn, 2015).

Individuos atdpicos geralmente sdo sensibilizados a alérgenos ambientais comuns,
como acaro de poeira, pelos de animais domésticos e polém de flores. Apo0s ser inalado o
alérgeno se direciona para as vias aéreas, onde € capturado e processado pelas células
dendriticas residentes no epitélio respiratorio. As células dendriticas migram para linfonodos
regionais e através do complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC II)
apresentam os peptideos provenientes do processamento do alérgeno para as células T naive.
Na presenca de IL-4 células T naive se diferenciam em linfécitos Th2. Este tipo celular passa
a sintetizar e liberar importantes citocinas como a IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 que s80 responsaveis
pela ativacdo de células inflamatdrias e pela producdo de IgE. As citocinas IL-4 e IL-13
estimulam a célula B a realizar a troca de classe de anticorpo, de imunoglobulina G para IgE
(Tavakkol Afshari et al., 2007). A IgE uma vez liberada se liga aos receptor de alta afinidade
para IgE (FceRI) presentes na membrana de mastocitos e basofilos residentes no tecido,

sensibilizando essas células para responderem imediatamente ap6s uma segunda exposi¢ao ao
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mesmo alérgeno (Galli, Tsai, & Piliponsky, 2008; Holgate et al., 2015; Paul & Zhu, 2010;

Pelaia et al., 2012).

A formacédo do complexo alérgeno+FceRI+IgE induz a degranulagdo de mastocitos e
basofilos, dando inicio a liberacdo de potentes mediadores inflamatérios como histamina,
serotonina, leucotrienos, prostaglandinas, citocinas e quimiocinas que sdo liberadas no tecido
pulmonar. Esse processo pode ser classificado como fase inicial da inflamacao ou reacgéo de
hipersensibilidade imediata, pois ocorre logo apds a segunda exposicao ao alérgeno e possui
duracdo de aproximadamente 1-30 minutos. Clinicamente essa fase reflete um periodo de
bronconstricdo induzida por mediadores inflamatorios liberados por mastécitos. A fase tardia
tem inicio 6-72 horas ap0s a exposicdo ao alérgeno. A principal caracteristica dessa fase é um
grande influxo de leucdcitos, principalmente eosinofilos para os pulmdes. Clinicamente
observa-se intensificacdo da hiperresponsividade das vias aéreas (Galli et al., 2008; Kudo,

Ishigatsubo, & Aoki, 2013).
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FISIOPATOLOGIA DA ASMA
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Figura 1. Fisiopatologia da asma.

Esquema simplificado da fisiopatologia da asma. No limen das vias aéreas, o alérgeno é
capturado por células dendriticas, que processam as moléculas antigénicas e as apresentam ao
linfécito T auxiliar Naive (THO). A diferenciacdo dos linfécitos T em Th2 induz a producéo
de IL-4 e IL-13, que estimulam a célula B a produzir o anticorpo imunoglobulina E (IgE). As
células Th2 também liberam IL-5, o que induz a diferenciacdo, maturacdo e sobrevivéncia de
eosindfilos. Além das células Th2, as células Th9 que liberam IL-9 se tornam ativadas, levando
ao crescimento e recrutamento de mastécitos, que apds degranulagcdo dependente de IgE,
liberam mediadores pré-formados e recém sintetizados. Diversos mediadores inflamatérios,
produzidos por leucécitos que migraram para os pulmdes contribuem para a inflamacao
pulmonar crénica. Essa condicdo inflamatdria induz a proliferacdo de células estruturais das
vias aéreas, incluindo células epiteliais, fibroblastos, células do musculo liso e células
vasculares endoteliais. Modificado de Pelaia e cols. (2012).
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Durante o processo de inflamacgéo das vias aéreas, histamina e leucotrienos liberados
por mastocitos sdo capazes de ativar o endotélio vascular com a finalidade de permitir o trafico
de leucdcitos para os pulmdes. O rolamento, adesdo e migracédo de eosindfilos é facilitado pelo
aumento da expressdo endotelial de P-selectina e E-selectina, seguido pelo aumento de
moléculas de adesdo celular, como molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e molécula
de ades&o celular vascular -1 (VCAM-1), que vao interagir com os receptores de integrinas no
intuito de facilitar sua passagem para o espaco perivascular (Bentley et al., 1993; Gonzalo et

al., 1998; Hakansson, Bjornsson, Janson, & Schmekel, 1995).

Na asma alérgica, os eosindfilos sdo as principais células hematopoiéticas recrutadas
para as vias aéreas e desempenham um papel crucial na inflamagdo e no remodelamento
pulmonar. O fato dos eosinéfilos serem seletivamente atraidos para os pulmdes durante a
inflamacdo pulmonar alérgica sugere que um quimioatraente especifico para eosinéfilos
poderia estar sendo liberado durante a resposta inflamatdria alérgica. Nesse sentido um papel
importante na quimiotaxia de eosinéfilos foi atribuido a eotaxina-1 (Jose et al., 1994).
Eotaxina-1 é um potente e seletivo quimioatraente capaz de induzir uma liberacdo rapida de
eosindfilos e de seus progenitores da medula éssea (Palframan, Collins, Williams, & Rankin,
1998). Além disso, essa quimiocina contribui para que estas células sejam ativadas e seus
granulos téxicos sejam liberados (Kampen et al., 2000). Eotaxina-1 sinaliza via receptor de
quimiocina C-C tipo 3 (CCR3), este receptor é amplamente expresso em eosinofilos (Williams,
2015). Durante a inflamacdo pulmonar alérgica as células estruturais das vias aéreas como
musculo liso, macréfagos alveolares e células epiteliais liberam eotaxina-1, formando um
gradiente quimiotaxico permanente para os eosinofilos no tecido pulmonar (Williams, 2015).

Estudos clinicos mostram que o0 aumento de eosinofilos na corrente sanguinea e sua
permanéncia nos pulmdes estd associado a gravidade da asma e a perda da funcdo pulmonar

(Bousquet et al., 1990; Carlson et al., 1992; Ortega et al., 2018; Robinson et al., 1992). No
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tecido inflamado, os eosinofilos ativados liberam suas proteinas granulares: proteina basica
principal (MBP), peroxidase eosinofilica (EPO), proteina catidnica eosinofilica (ECP) e
neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN), que amplificam e prolongam a resposta

inflamatdria levando ao dano tecidual (Bousquet et al., 1990; Kay, 2005).
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Figura 2. Representacdo esquematica do recrutamento de eosindfilos para o pulméo.

Na medula déssea células progenitoras hematopoiéticas sob o estimulo de IL-5 se diferenciam
em eosindfilos maduros. Os eosindéfilos circulantes interagem posteriormente com o endotélio,
por processos que envolvem rolagem, ades@o e migracgdo. Essas etapas séo reguladas por fatores
quimiotaticos de eosindfilos e pela regulacdo positiva de moléculas de adesdo endotelial.
Obedecendo a um gradiente quimiotatico estabelecido por eotaxina, MCPs e RANTES,
eosinofilos migram para os pulmdes. Além disso, os eosinofilos tém a capacidade de gerar seu
proprio quimioatraente autécrino (eotaxina-1) e fatores de sobrevivéncia (GM-CSF).
Dependendo do gradiente de concentracdo da quimiocina, os eosinéfilos também transmigram
pelo epitélio respiratorio e tém o potencial de degranular, resultando em dano epitelial.

Modificado de Rothenberg, 1999.
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A imunidade do tipo 2 é regulada principalmente pelo fator de transcri¢do proteina 3
de ligacdo ao (GATA3). GATAZ é considerado o regulador mestre envolvido na diferenciagédo
das células Th2. O GATA3 é um dos integrantes da familia GATA constituida de seis diferentes
fatores de transcricdo. Os componentes dessa familia sdo expressos em diferentes tipos
celulares e tecidos. GATA 1, 2 e 3 se encontram expressos principalmente em células T, células
dendriticas, eritrocitos, plaquetas, mastdcitos e eosindfilos. Enquanto GATA 4, 5 e 6 sdo
expressos no tecido cardiaco, tecido pulmonar e no intestino. O GATA3 se liga a sequéncia de
DNA GATA ativando a regido promotora de genes responsaveis pela sintese de citocinas Th2
(Garn & Renz, 2017). O mecanismo que envolve a ativacdo do receptor de células T (TCR) e
o receptor de IL-4 foi proposto para induzir a ativacdo de GATAS3 mediando a diferenciacédo de
células Th2 (figura 3). A estimulacdo do TCR ativa o fator nuclear ativado de células T
(NAFT), enquanto a sinalizacdo induzida pelo receptor de IL-4 ativa o transdutor de sinal
ativado de transcricdo 6 (STAT 6). Em conjunto NFAT e STAT 6 induzem a transcri¢do de
GATAS3 (Bégin & Nadeau, 2014). Além disso, ao ser ativado GATAS inibe a codificacdo do
principal fator de transcricdo de células Thl o T-box binding transcription fator (T-bet),
inibindo a diferenciacgdo de células Thl e favorecendo Th2. Zhu e cols. (2004), mostraram que
a exclusdo genética de GATAS limita o desenvolvimento de células Th2 mas ndo limita o

desenvolvimento de células Thl (Zhu et al., 2004).
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Figura 3. Esquema simplificado da ativacédo do fator de transcricdo GATAS3

GATAS3 pode ser ativado pelo receptor de células T (TCR) via fator nuclear ativado de células
T (NFAT) e também pode ser ativado via receptor de IL-4 por meio da fosoforilagcdo da
transdutor de sinal ativado de transcri¢do 6 (STA-6). A seguir GATAS se direciona para o
nacleo onde se liga a regido promotora do DNA afim de induzir um resposta imune Th2.

Evidéncias clinicas mostraram que GATA3 esta amplamente expresso em células do
fluido do lavado broncroalveolar (LBA) e em amostras de biopsia brénguicas de pacientes
asmaticos. Nesses pacientes o numero de células expressando GATAS3 correlacionou-se
positivamente com a reducdo do calibre das vias aéreas e a presenca de hiperresponsividade
bréonquica (Nakamura et al., 1999 ). Em outro estudo clinico mostrou-se que a expressao de
GATAS3 aumenta rapidamente no pulmdo de pacientes asmaticos logo apds desafio com
alérgeno, o que sugere que o contato com alérgeno leva a uma rapida diferenciacdo de células
Th2 nos pulmdes de individuos asmaticos (Erpenbeck et al., 2006).

A asma é uma doenca complexa e heterogénea, na qual mdaltiplos mediadores
inflamatdrios estdo envolvidos e contribuem para as alteracfes patoldgicas das vias aéreas.
Nesse sentido, outro importante fator de transcrigdo envolvido na patogénese da asma é o fator
nuclear (NF) -kappaB (NF-kB). A inflamac&o pulmonar alérgica induz ativagdo de NF-kB que

por sua vez regula a expressao de citocinas, quimiocinas, moléculas de adeséo e a sobrevida de
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leucdcitos (Schuliga, 2015). A atividade do NF-kB é controlada por seu inibidor IkB-a
responsavel por manter o complexo NF-kB no citoplasma, impedindo sua translocacéo para o
nucleo (Christian, Smith, & Carmody, 2016; Schuliga, 2015). Apos a estimulacdo celular em
resposta a citocinas inflamatorias, stress oxidativo, infecc¢éo, produtos microbianos e alérgicos,
dentre outros, o IkB-a é fosforilado, e expde a sequéncia de localizacdo nuclear do NF-kB,
permitindo a sua entrada no nucleo, com consequente ligacdo ao DNA e transcricdo de genes
regulados por NF-kB (Christman, Sadikot, & Blackwell, 2000). A diversidade de mediadores
inflamatdrios sintetizados via ativacdo de NF-kB, fazem desse fator de transcricdo um alvo
terapéutico interessante para o tratamento da asma (Holgate & Polosa, 2008).

A relevancia do NF-kB no desenvolvimento da fisiopatologia da asma foi mostrada
através da utilizacdo de camundongos com deficiéncia da subunidade p50 do NF-kB. Esses
animais quando desafiados com ovalbumina (OVA) foram incapazes de liberar IL-5 e eotaxina-
1, que sdo necessarios para diferenciacdo, maturacao e recrutamento de eosinofilos para o tecido
pulmonar. Amplo acumulo de eosindéfilos foi observado nos animais WT diferindo do que foi
observado nos pulmdes dos animais que apresentavam NF-kB ineficiente (Yang et al., 1998).

As diretrizes internacionais para o tratamento da asma, preconizam como tratamento
padrdo, a utilizacdo de corticosteroides inalatérios e agonista 2 adrenérgico de curta e longa
duracdo. Os corticosteroides inalatorios reduzem a inflamacéo das vias aéreas e diminuem
os riscos de exacerbacBes. Complementar a corticoterapia, 0 agonista p2 adrenérgico é
considerado medicacéo de alivio, sendo administrado em pacientes que apresentam piora dos
sintomas, exacerbacdes e também pode ser utilizado para prevenir a broncoconstri¢do induzida
pelo exercicio fisico (Global Initiative for Asthma, 2020).

Ol avanco no entendimento dos mecanismos celulares subjacentes a fisiopatologia da
asma permitiu a possibilidade de novas abordagens terapéuticas. Sobretudo na utilizacdo de

imunobiologicos para broquear a resposta inflamatoria em diferentes niveis (Dantzer & Wood,
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2018; Licari, Marseglia, Castagnoli, Marseglia, & Ciprandi, 2015). Por exemplo, o anticorpo
monoclonal anti-IgE (Omalizumab) foi desenvolvido como uma alternativa de tratamento para
0s pacientes que ndo respondem adequadamente aos corticosteroides inalados e para evitar a
utilizacdo de corticosteroides orais (Humbert et al., 2018; Pelaia et al., 2018). O medicamento
Omalizumab neutraliza os niveis de IgE impedindo que esse anticorpo se ligue ao seu receptor,
resultando em uma menor magnitude da inflamacdo das vias aéreas e maior controle dos
sintomas (Humbert et al., 2018). Resultados semelhantes também foram observados com
outros anticorpos monoclonais que afetam a inflamacdo Th2, sugerindo a existéncia de uma ou
mais vias de alimentacdo da fisiopatologia da asma. No entanto, apesar desses resultados
promissores com os imunobiolégicos, ndo foi comprovado se essas terapias mudam o curso da
fisiopatologia da asma a longo prazo. Além disso, é necessaria uma analise farmacoeconémica
para utilizacdo dessas terapias (Kuprys-Lipinska, Molinska, & Kuna, 2016; McGregor et
al.,2019).

Na asma a falha na resolucéo do processo inflamatério causa uma inflamacéo persistente
com consequente destruicdo do tecido e perda da funcdo pulmonar (Mufioz, Berens, Lauber,
Gaipl, & Herrmann, 2015). Assim, a migracdo e manutencdo de eosinofilos nos pulmdes se
correlaciona positivamente com o dano pulmonar, hiperresponsividade bronquica e
remodelamento das vias aéreas (Mufioz et al., 2015). Além disso, células estruturais das vias
aéreas como epitélio respiratorio e células musculares lisas também modulam a inflamacéo
pulmonar. Essas células secretam indimeros mediadores inflamatorios como citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento (Lin et al., 2014; Wong et al., 2006). Portanto, o
desequilibrio entre mediadores pro e anti-inflamatorios e entre a sintese e degradacéo da matriz
extracelular leva ao remodelamento das vias aéreas, que tem sido correlacionado com a maioria
dos sintomas, gravidade e progressdo da asma (Lin et al., 2014). Nesse contexto, a manutengéo

da inflamacéo altera a homeostase pulmonar e culmina em manifestagdes clinicas que afetam a
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qualidade de vida do paciente asmatico (Holgate, 2011). O remodelamento das vias aéreas é
caracterizada pela perda da integridade epitelial e desnudacdo da membrana basal, fibrose
subepitelial, hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas, hiperplasia e hipertrofia das
glandulas submucosas com aumento producdo de muco, obstrucdo e espessamento das paredes
das vias aéreas e perda da integridade da cartilagem (Bergeron, Tulic, & Hamid, 2010). Além
disso, a inflamacdo e a remodelacdo pulmonar em pacientes asmaticos e em modelos
experimentais de asma nao se restringem as vias aéreas e se estendem ao parénquima e aos
vasos pulmonares (Xisto et al., 2005). Em paralelo com as alteracdes estruturais pulmonares,
a hiperresonsividade das vias aéreas € um fenbmeno importante na manifestacdo clinica do
paciente asmatico. A hiperresponsividade das vias aéreas envolve varios fatores, tais como,
arquitetura das vias aéreas, inflamacéo e remodelamento brénquico (Xisto et al., 2005). Nesse
sentido, um estudo experimental mostrou que a hiperresponsividade das vias aéreas era
dependente de citocinas Th2 (Komai et al., 2003). Portanto, a hiperresposnsividade das vias

aereas esta diretamente relacionada a ativacéo da resposta Th2 no pulméo.
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1.2 Sistema renina-angiotensina e Asma

O sistema renina-angiotensina (SRA) é considerado um dos mais importantes sistemas
reguladores da homeostase cardiovascular e hidroeletrolitica. A sua influéncia sobre as funcdes
cardiovasculares e renais é extremamente ampla e complexa, pois envolve multiplos
mediadores, receptores e diversos mecanismos de sinalizacao intracelular (Santos et al., 2018).

Classicamente o SRA era considerado como uma via hormonal circulante, onde o
substrato liberado pelo figado, o angiotensinogénio, uma a-glicoproteina € hidrolisada na
circulacdo pela aspartil protease renina, secretada pelas células justaglomerulares dos rins,
formando assim o dectapeptideo Angiotensina | (Ang I). Por sua vez, a enzima conversora de
angiotensina (ECA), se encontra predominante na circulacdo pulmonar, remove dois
aminoéacidos C-terminais (His-Leu) da Ang | formando o octapeptideo Ang Il, considerado o
principal peptideo ativo do SRA (Paul, Poyan Mehr, & Kreutz, 2006). No entanto, atualmente
sabe-se que outros peptideos podem ser formados no SRA, incluindo a Ang-(2-8) Ang 11, Ang-
(3-8) Ang IV, Ang-(1-7), Ang-(1-12), Ang-(1-9) e a Alamandina. A cascata de formacéo do
SRA e as principais enzimas e receptores envolvidos estdo apresentados na Figura 4.

Estudos realizados nas trés Gltimas décadas mostraram que além do eixo classico,
formado por (ECA)/ Angiotensina Il (Ang I1)/ receptor de angiotensina do tipo 1( AT1), outros
eixos sdo mediadores finais desse sistema. Dentre eles o eixo formado pela enzima conversora
de angiotensina 2 (ECA2)/ angiotensina- (1-7) [Ang-(1-7)]/ Receptor Mas foi identificado e
caracterizado (Santos, 2014; Santos et al., 2003). Evidéncias acumuladas mostram que o
equilibrio entre a ativacdo o eixo ECA/AngllI/AT1 e ECA2/Ang-(1-7)/Mas desempenha um
importante papel na manutengdo da homeostase de varios 6rgédos e sistemas. No entanto, um
aumento da relacdo da atividade ECA/ECAZ2 levard a um aumento da geracdo de Ang Il e
aumento do catabolismo da Ang-(1-7), favorecendo os efeitos pré-inflamatdrio, pré-fibrético,

proliferativo, pro-hipertensivos, entre outros. Por outro lado, uma relagcdo oposta reduzira os
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niveis de Ang Il e aumentara os niveis de Ang-(1-7). Os niveis aumentados de Ang-(1-7) induz
efeitos anti-hipertensivos e anti-inflamatorios que impedem o remodelamento inadequado em
diferentes estados patofisioldgicos, tais como, hipertensdo (Guimaraes et al., 2012; Santos et
al., 2018), dislipidemia (Santos et al., 2013), infarto do miocardio (Marques et al., 2011),
enfisema (Bastos et al., 2020), hipertenséo e fibrose pulmonar (Shenoy et al., 2014) e asma
(Magalhaes et al., 2018; Magalhdes et al., 2020; Magalhaes et al., 2016; Magalhaes et al., 2015;

Rodrigues-Machado et al., 2013)
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Figura 4. Visdo atualizada e simplificada da cascata de formacéo dos peptideos do sistema
renina-angiotensina.

ECA; Enzima Conversora de Angiotensina I, ECA 2, AMP, Aminopeptidase; Ang,
Angiotensina; AT1, Receptor de Angiotensina Tipo 1; AT2, Receptor de Angiotensina Tipo 2;
D-Amp, dipeptidio aminopeptidase I-11l; IRAP aminopeptidase insulino-regulatoria; Mas,
receptor Mas; MrgD, receptor acoplado a proteina G Membro D da familia Mas. Modificado
de Santos, (2014).
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Atualmente sabemos que o SRA ndo atua somente como um importante regulador da
homeostase cardiovascular. Além de suas a¢des no sistema cardiovascular , um crescente corpo
de evidéncias mostram o envolvimento do SRA nas doencas inflamatorias (Barroso et al., 2017;
de Carvalho Santuchi et al., 2019; de Souza-Neto et al., 2019; Magalhaes et al., 2015; Tan,
Liao, Zhou, Mei, & Wong, 2018). A presenca de varios componentes do SRA em células do
sistema imune, como macrofagos, linfocitos, células dendriticas, neutrofilos e eosindfilos,
fornecem uma base molecular para a sua atuacdo nas doencas inflamatdrias (Galvéao et al.,
2019). As acOes pré inflamatorias exercidas pela ativacdo inapropriada do eixo classico sdo
atribuidas a Ang Il. Ang Il é uma molécula pré-inflamatoria e um importante agente pro-
fibrotico que sinaliza via receptor AT1, contribuindo para a deterioracdo progressiva de orgados

alvo (Benigni, Cassis, & Remuzzi, 2010).

Ang Il é um dos principais peptideos ativos do SRA, e seus niveis se encontram elevados
no plasma de pacientes asmaticos apds a exacerbagdo dos sintomas. Millar e cols. (1994),
realizaram um estudo clinico no qual foi dosado os niveis circulantes de Ang Il e niveis de
renina no plasma de pacientes asmaticos, que se encontravam em diferentes niveis de
severidade da asma. Os pacientes classificados como asma grave, apresentaram niveis elevados
de renina e Ang Il no primeiro, segundo e quinto dia apds a exacerbacdo dos sintomas. Os
pacientes que apresentavam asma leve ou cronica grave os niveis de renina ou Ang Il estavam
aumentados somente no quinto dia ap6s a exacerbacdo. Em outra etapa desse mesmo trabalho,
0s pacientes com asma leve receberam por via intravenosa infusao de Ang Il. A seguir a fungéo
pulmonar e os niveis plasmaticos de Ang Il foram analisados. Os pacientes asmaticos que
receberam Ang Il apresentaram declinio da funcdo pulmonar, evidenciado pela reducdo do
volume expiratorio forcado no primeiro segundo ( VEF1), o que sugere uma relacdo inversa

entre os niveis plasmaticos de Ang Il e a fungdo pulmonar (Millar et al., 1994).
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Apds a constatacdo do efeito bronconstritor da Ang Il in vivo, seu efeito direto sobre
amostras de anéis bronquios de pacientes asmaticos foi investigado in vitro. Anéis brénquios
incubados com Ang Il apresentaram uma resposta broncoonstritora que foi potencializada na
presenca de metacolina, um agonista colinérgico que induz constricdo das vias aéreas (Millar,
Nally, & Thomson, 1995).

Ang Il sinaliza via receptor AT1 para exercer suas acoes deletérias. Nesse sentido, um
papel protetor proveniente do bloqueio do receptor de angiotensina do tipo 1(AT1) foi
observado na reducdo da hiper-reatividade brénquica induzida por metacolina em pacientes
asmaticos. Esses pacientes foram pré-tratados com 50 mg de Losartan uma vez por dia durante
6 dias antes de receberem inalagdo com metacolina. Como desfecho, foi observado que o
bloqueio sistémico do receptor AT1, inibiu a resposta bronconstritora evocada por metacolina
inalada, o que foi evidenciado pelo aumento da capacidade vital forcada desses pacientes
(Myou et al., 2000). Um estudo experimental avaliou o efeito broncoconstritor mediado por
Ang Il em roedores. Anéis das vias aéreas de ratos winstar foram isolados e incubados com
Ang Il. Como resultado, o efeito bronconstritor evocado por Ang Il foi abolido na presenca de
Losartan