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RESUMO

Estudos epidemiolégicos mostram que interferéncias com a imunidade materna
no periodo perinatal podem afetar a resposta imune dos seus descendentes. Assim, a
exposicao a endotoxinas e substancias alergénicas durante a gestacdo e nos primeiros
estagios da vida de um neonato podem modular a resposta imune em periodos mais
tardios da vida. O objetivo do presente trabalho foi investigar as consequéncias da
administracdo do lipopolissacarideo (LPS) no periodo pré-natal e na prole feminina de
ratas utilizando um modelo de asma murino. Para tanto, ratas prenhes receberam no
9,5 dias da gestacdo 100ug/kg, via intraperitoneal (i.p.), de LPS ou solugéo salina pela
mesma via. As proles femininas dessas ratas ovariectomizadas (procedimento realizado
com o intuito de eliminar a varidvel hormonal do estudo), na idade adulta, foram
sensibilizadas e desafiadas com ovoalbumina (OVA). Avaliou-se 0 niumero de células
do lavado broncoalveolar (LBA), do sangue periférico e da medula Ossea.
Adicionalmente, o teste de anafilaxia cutanea (PCA) foi realizado. Os resultados
mostraram gue em comparagcdo com O grupo controle tratado prenatalmente com
solucédo salina, sensibilizado e desafiado com OVA (CONTROLE/OVA) na idade adulta,
0S animais tratados prenatalmente com LPS (grupo LPS/OVA) apresentaram:
1) reducdo significante no numero total de células do LBA e na contagem diferencial
destas células (macrofagos, neutréfilos, eosinofilos e linfocitos); 2) aumento significante
no numero total de leucocitos circulantes e na analise diferencial de células sanguineas
circulantes (células mononucleares e polimorfonuclaeraes); 3) ndo foram observadas
alteracbes na celularidade da medula e 4) ndo foram detectadas diferencas entre os
grupos nos titulos de IgE no teste de anafilaxia cutdnea passiva. Concluiu-se que a
exposicdo pré-natal ao LPS no 9,5 dias da gestacdo reduz a resposta a asma
experimental mediada por OVA na prole feminina de ratas ovariectomizadas através da
diminuicdo da migracdo de células imunes do sangue periférico para o pulméo, sem

interferéncia da atividade da medula 6ssea e na producao de anticorpos.



ABSTRACT

Epidemiological evidence underlines the impact of prenatal enviromental factors on the
development of posnatal allergies. Exposure to endotoxins, allergens or both, in early
life might regulate the development to tolerance to allergens later in life. The present
study investigated whether acute LPS prenatal alters subsequent offspring allergen-
induced inflammatory response in adult age. For that, pregnant rats received
LPS,100ug/kg, I.P. at gestation day 9.5 and the female ovariectomized offspring were
sensitized and challenged with OVA (LPS/OVA) in adult age. The brongqueoalveolar
lavage, peripheral blood and bone marrow cells were counted. Additionally, the passive
cutaneous anaphylaxis was performed. Results showed that in comparison to
Control/OVA group prenatal LPS exposure induced 1) a significant reduction in the
BAL total number of cells and in its differential cells count (macrophages, neutrophils,
eosinophils and lymphocytes); 2) an increase in the total number of leukocytes
circulating and in differential analysis of blood circulating leukocytes, a significant
increase in the number of mononuclear and polymorphonuclear cells; 3) no differences
were observed in the bone marrow cellurity; 4) no differences in the IgE titers of both
groups. We concluded that prenatal LPS exposure attenuated the experimental asthma
induced by OVA challenge by a reduction on migration of immune cells from peripheral

blood to lung without any interference with the bone marrow cells production.
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1 INTRODUCAO

1.1 Resposta Imune a Asma

As células e moléculas responsaveis pela imunidade formam o sistema
imunolégico e sua resposta coletiva e coordenada a introducdo de substancias
estranhas é denominada resposta imunolédgica (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Dentre as células que compdem o sistema imunolégico destacam-se os linfécitos
originarios da medula éssea, os quais diferenciam-se por suas funcbes e produtos
protéicos. Os linfocitos sdo divididos em linfocitos B, linfocitos T, citotoxicos e auxiliares,
e células natural killer (NK). As células T representam a maioria dos linfécitos
encontrados no trato respiratorio de individuos normais e apresentam papel essencial

na indicagdo e regulacdo das respostas inflamatorias (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Os linfécitos T auxiliares, responsaveis pela ativacdo de células fagociticas
através da secrecdo de citocinas, subdividem-se em dois tipos celulares, Thl e Th2,
distinguidos entre si pelas citocinas secretadas (MOSMANN apud BIAZE et al, 2003).
As células Thl estdo envolvidas na resposta tardia atraveés da producdo de INF-gama e
IL-12 sendo o principal mediador na defesa fagocitica na resposta mediada por
macrofagos. As células Th2 produzem citocinas do tipo IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Cada
uma das referidas citocinas ativam outras células estimulando ou inibindo a producgéo
de outras substancias. IL-4 e IL-13 induzem a sintese de IgE e 1gG4 enquanto IL-5
provoca a diferenciagdo eosinofilica. IL-10 € produzida por macréfagos, os quais tém

como efeito biologico a expressdo de moléculas MHC de classe II.
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A ativagdo de células T na asma foi primeiro descrita entre células
mononucleares de sangue periférico antes mesmo do advento do balangco Th1/Th2
(MOSMANN apud BIAZE et al, 2003).

As citocinas produzidas pelos linfocitos T tém participagdo importante na

resposta inflamatoria crénica da asma.

Na asma o componente Thl da inflamacdo esta presente e relacionado a hiper
reatividade dos brénquios, aumentando em quantidade com a presenca de sintomas.
Alguns autores relatam citocinas dos linfocitos Thl nos soro e lavado broncoalveolar

(LBA) de pacientes com asma, embora evidenciem a predominancia de citocinas Th2.

A asma é decorrente de uma resposta imunolégica Th2, sendo que o
desequilibrio entre as citocinas Thl e Th2 pode ser considerado a principal
caracterizacdo da patogénese da asma. No entanto, alguns autores referem que a
ativacdo da resposta Th2 é necesséria, mas ndo o suficiente para explicar a doenca
uma vez que podemos encontrar células produtoras de INF-gama em pacientes
asmaticos. (MOSMANN apud BIAZE et al, 2003).

1.2 Asma

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude — OMS, no mundo, 300
milhdes de pessoas sao acometidas pela asma que juntamente com outras doencas do
trato respiratério representam um grave problema de salde publica mundial
(MINISTERIO DA SAUDE — BRASIL, 2008).

A asma é uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas, na qual varias
células tém papel fundamental tais como os eosindfilos, mastdcitos, neutrdéfilos, células
dendriticas e linfocitos T (ABBAS; LICHTMAN, 2005). Em individuos suscetiveis, esta

inflamac&o causa episodios recorrentes de dispnéia, chiado e tosse. Estes sintomas
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estdo associados a obstrucdo brébnquica que ¢é parcialmente reversivel
espontaneamente ou por tratamento farmacoldgico. Muito embora a asma seja
patologia complexa e multimediada, existem diversos fatores ja identificados que
contribuem para o seu desencadeamento ou para a exacerbacdo dos seus sintomas
(TILLIE-LEBLOND et al, 2005).

O desenvolvimento da asma esta relacionado a diversos fatores, dentre eles
incluem-se a atopia (predisposicdo genética de certos individuos para a sintese
exacerbada de IgE), os fatores causais (exposicdo de individuos a alérgenos
ambientais) e os de contribuicdo (exposicdo a fumaca, poluicdo, infeccdo viral, ciclos

hormonais entre outros).

A asma se caracteriza também pelo aumento da expressdo de multiplas
proteinas que estdo envolvidas na complexa cascata da reagdo inflamatoéria. Estas
proteinas reguladoras incluem citocinas, quimiocinas, enzimas que produzem
mediadores inflamatdérios, receptores para mediadores inflamatérios bem como aquelas
envolvidas na adesédo celular. Na doenca inflamatoria, fatores de transcricdo ativados
por estimulos inflamatdrios (alérgenos, oxidantes, citocinas e virus), acionam genes,
determinando desta forma, aumento da sintese de proteinas inflamatorias (BOCHNER,
2004). Assim sendo, a ativacdo celular é passo fundamental para a resposta
inflamatoria de origem alérgica.

O processo de sensibilizagcdo provavelmente representa a primeira etapa para o
desenvolvimento do quadro asmatico. No contexto da apresentacdo do antigeno as
células dendriticas presentes na mucosa brénquica interagem com linfocitos T
auxiliares fazendo com que estas ceélulas estimulem a producdo de imunoglobulinas
(IgE) por linfécitos B (OKAYAMA et al, 1997). As IgE liberadas na circulacdo se ligam a
receptores especificos da porcdo Fc das imunoglobulinas presentes nos mastocitos
(PUXEDDU et al, 2003).que quando ativados pelo antigeno, liberam uma gama de
mediadores, os quais tém importantes efeitos bioldgicos sobre a atividade funcional da
musculatura lisa e de células inflamatérias (PEACHELL, 2005).

Durante sua fase imediata, observam-se contragdo da musculatura lisa

brénquica, formacao local de edema, aumento da secrecdo de muco e um pequeno
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infiltrado celular. O principal fator responsavel pela obstrucdo das vias aéreas nesta

fase € a contracdo da musculatura lisa brénquica.

As reacOes de fase tardia induzidas por alérgenos persistem por até 24 horas.
Os mastaocitos liberam granulos que contém citocinas (TNF-alfa e IL-4) e mediadores
lipidicos (PAF e LTB4) que podem causar aumento da expressdo endotelial de
moléculas de adesdo. As moléculas de adesdo sdo glicoproteinas expressas na
superficie celular que tém como fungdo mediar o contato entre células endoteliais e
células inflamatdrias, e ainda, participar como sinalizadoras na resposta inflamatdria.
Sédo divididas em 4 grandes superfamilias: selectinas, integrinas, imunoglobulinas e
caderinas, sendo que a seletividade depende dos mediadores e tipos de células
envolvidas. Assim, a degranulacdo mastocitaria pode levar a inducdo de moléculas de
adesédo nas células do endotélio vascular que promove recrutamento de leucécitos ao
tecido. Os leucdcitos tipicos da reacdo tardia sdo os eosinéfilos, basofilos e as células
Th2, além disso, é freqlente a presenca de neutréfilos nessa reagdo. A resposta tardia
pode facilmente se converter em uma resposta inflamatoria crébnica se o antigeno
persistir e estimular as ceélulas Th2 alérgeno-especificas as quais, por sua vez,

promovem a eosinofilia e a producéo subsequente de IgE (BELVISI, 2004)

O remodelamento da arquitetura pulmonar é considerado caracteristico de
algumas alteracBes como por exemplo, a fibrose subepitelial na asma. Todas essas
mudancas incluem alteragcdes na matriz extracelular do pulm&o e, nesse processo,
estdo envolvidas as metaloproteinases, que tém a capacidade de clivar proteinas
estruturais como as fibras colagenas e elasticas. (AMMIT, 2005; BOUSQUET et al,
2004).

O cenério inflamatério observado para o desencadeamento da asma pode ser
caracterizado sinteticamente pela presenca pulmonar de mastocitos desgranulados,
eosindfilos, ativagdo de linfocitos predominantemente Th2 e geracdo de citocinas
(BOCHNER et al, 2005).
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1.3 Acao do Lipopolissacarideo (LPS)

O LPS é um constituinte pertencente as paredes celulares de bactérias gram-
negativas, € um lipidio complexo, denominado lipidio A, ao qual estd ligado um
polissacarideo constituido de um nudcleo (ou core) e de uma série terminal de unidades
repetidas. O lipidio A consiste em unidades dissacaridicas de glicosamina fosforilada as
guais estdo ligados varios acidos graxos de cadeia longa, variando conforme a espécie
bacteriana. O nlcleo deste polissacarideo é similar em todas as espécies gram-
negativas que possuem LPS porém, cada espécie contém uma unidade de repeticdo
particular. Em geral, as unidades de repeticdo consistem em trissacaridios lineares ou

em tetra ou pentassacaridios ramificados (BROOKS et al, 2000).

As moléculas de LPS de carga negativa séo ligadas de forma ndo covalente por
cations divalentes, tornando a membrana estabilizada e proporcionando uma barreira
contra moléculas hidrofobicas (BROOKS et al, 2000).

O LPS é extremamente toxico para animais mesmo em concentragdes menores
gue 1 Nn (ADEREM et al, 2000) sendo denominado endotoxina das bactérias gram-
negativas, estando firmemente ligado a superficie celular e liberado apenas quando as
células sdo lisadas. A toxicidade de LPS ocorre quando é clivado em lipidio A e
polissacarideo, sendo esta toxicidade (interacdo imune) associada ao lipidio A. A
especificidade antigénica € conferida pelas unidades terminais de repeticdo, que
circundam a célula, formando uma camada de polissacarideos hidrofilicos (BROOKS et
al, 2000).

7

O LPS liga-se a membrana externa por pontes hidrofobicas, é sintetizado na
membrana citoplasmaética e transportado para sua posi¢ao exterior final. A presenca do
LPS é necesséria para a funcdo de muitas proteinas da membrana externa (BROOKS
et al, 2000).

O LPS é utilizado de forma ampla em trabalhos de pesquisa visando entender

seus efeitos e o0s processos inflamatérios que gera, principalmente em estudos
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imunologicos. Uma das principais fontes do LPS é a partir da bactéria Escherichia coli,

através de um processo de extracao fendlica (MIMS et al, 1999).

O mecanismo de acédo do LPS inicia-se quando de seu contato com 0 organismo,
guer seja a partir de uma bactéria gram-negativa como a Escherichia coli, ou pela
administracdo direta do LPS. Ocorre entdo uma série de respostas no organismo
infectado, sendo que a endotoxina pode ativar células como os mondcitos, neutrofilos,
plaguetas sanguineas e células endoteliais, mas sem duvida, os macrofagos sdo as
principais estruturas onde o mecanismo de agédo do LPS ¢ iniciado. E, portanto, o maior
objeto de estudo dos pesquisadores, e na qual a presente revisdo da literatura se
preocupa em abordar (SALUK-JUSZCZAK et al, 2005).

O LPS liga-se inicialmente as proteinas ligantes do hospedeiro, os LBPs
(lipopolisacharyde binding protein), produzidas no figado do animal, a partir deste passo
e formado um complexo chamado de LPS-LBP. O complexo entra em contato com o
receptor CD14 dos macrofagos, iniciando a ativacdo celular (ADEREM et al, 2000;
MIYAKE, 2003; FENTON et al, 1998). A partir desta etapa passam a atuar 0s
receptores TLR4 (ou receptores toll-like 4), que, com auxilio de outras estruturas como
as proteinas MD-2, iniciam a geracgéo do sinal transmembrana. No interior do macréfago
ocorrem reacdes em cascata incluindo a atuacdo de MyD88, IRAK, TRAF6, TAK-1,
quinase IkB, AP-1 até a ativagdo da NF-Kb, que ativa a sintese de citocinas pro-
inflamatorias (ADEREM et al, 2000; HARJU et al, 2005 e ROMERO et al, 2007).

Portanto, em Ultima instancia o LPS age por ativar e liberar citocinas pro-
inflamatorias dentre elas estdo o TNF-alfa (ou fator de necrose tumoral alfa), IL-1
(Interleucina 1) e IL-6 (Interleucina 6), além de algumas outras (HAVA et al, 2006).
Segundo Lin et al a insuficiéncia funcional de células T regulatérias pode estar
relacionada a producdo de TNF-alfa, o que explicaria, em parte, a efetividade da terapia

anti-TNF-alfa na asma alérgica.

E esta a causa do emprego do LPS como ativador de resposta imune,
principalmente na resposta imune inata (inespecifica) com os macréfagos, sendo que a
longo prazo atuam também na resposta imune adquirida (ou adaptativa). Estas ultimas

referem-se a respostas de linfécitos que reconhecem antigenos microbianos especificos
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(com atuacdo dos TLR4, na ativacdo de membros da familia B7, que ativam células T
virgens) (ADEREM et al, 2000 e LEVITON et al, 2005).

As citocinas atuam em um organismo a fim de combater diversos patdégenos. No
sistema imune ela atua no reconhecimento de particulas invasoras, bem como em
respostas adaptativas ou reacfes homeostaticas (ADEREM et al, 2000 e AVITSUR et
al, 1999). Ativam o eixo HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal) estimulando a liberacdo do
fator liberador de corticotrofina do hipotdlamo, e horménio adrenocorticotrofina (ACTH)
da glandula pituitaria, resultando num aumento de glicocorticéides na corrente
sanguinea periférica. Podem também inibir o eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal, por
inibir a secrecdo de hormonios sexuais (horménio gonadotréfico, hormdnio luteinizante,
horménio foliculo estimulante e esterdides ovarianos), interferindo na modulacdo do
comportamento reprodutivo (AVITSUR et al, 1997 e MEYER et al, 2005). Agem no

sistema nervoso central, produzindo comportamento doentio (AVITSUR et al, 1997).

1.4 Mecanismos de Acédo do LPS na Modulagdo do Compo  rtamento Doentio

O comportamento doentio é ativado quando o organismo sofre um ferimento ou
um processo infeccioso. Interfere em diversas esferas (psicologicas, neuroendocrinas e
comportamentais), € encontrado nos mais diversos animais e corresponde a uma
sintomatologia bastante variada, podendo incluir uma ou varias das seguintes
respostas: febre, apatia, anorexia, sonoléncia, hipofagia, diminuicdo dos contatos

sociais, diminuicdo da atividade sexual, dentre outros (AVITSUR et al, 1997).

Muitos fatores imunes sdo liberados e participam no sentido de remover o
patdgeno invasor, agindo localmente além de orquestrar uma complexa difusdo de
alteracOes através de todo o organismo que vem a ajudar no combate deste ferimento
ou infeccdo (AVITSUR et al, 1999). O problema ocorre quando existe liberacdo

excessiva de mediadores pro-inflamatérios, que desencadeiam respostas exacerbadas,
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se tornando prejudiciais, levando a inflamacdo sistémica, associada com o
desenvolvimento de sérias complicacdes patoldgicas, podendo até mesmo levar a
morte do individuo (PAVLOV et al, 2004).

Pode ser desencadeado ndo sO pelo LPS, mas também por diversos outros
organismos, como Porpyiromonas gingivalis (uma bactéria gram-negativa), Mycoplasma
fermentans (uma bactéria gram-positiva), virus Influenza, virus Borna, virus Herpes, etc
(COLLINS et al, 1994, YIRMIYA et al, 1999, SHI et al, 2003, PLETNIKOQOV et al, 2002 e
ENGEL et al, 2000).

N&o se sabe ainda a totalidade dos fatores que estado envolvidos na indugédo do
comportamento doentio induzido pelo LPS. Esta endotoxina ndo atravessa a barreira
hematoencefalica existindo trés hipoteses, ndo excludentes, para explicar seus efeitos
centrais. A primeira delas envolve o nervo vago (que € a principal via aferente da
cavidade abdominal para o cérebro). Essas citocinas liberadas pelos macréfagos
poderiam entrar em contato com alguma terminacdo de alguma ramificagdo vagal, as
guais possuem receptores para citocinas. A ativacdo desses receptores iniciaria a
transmiss@o de um impulso nervoso através do nervo vago aferente até sua ligacdo no
encéfalo (no nucleo vagal). I1sso provocaria alteracdes de neurotransmissores, dentre
outros efeitos. Experimentos com vagotomia e aplicacdo de IL-1 mostraram que o
comportamento doentio ndo ocorre nesta situacdo (DANTZER et al,1998).Outra
hipotese envolve os 6rgdos circunventriculares. As citocinas liberadas chegariam até a
circulacdo sanguinea atingindo o SNC. Provavelmente, elas penetrariam no cérebro via
orgaos circunventriculares, pois estas apresentam “falhas” da barreira, uma vez que as
citocinas , por seu tamanho, ndo penetram no encéfalo. DUNN (2006) dosou citocinas
em alguns desses Orgaos (area postrema, eminéncia mediana e 6rgdo vasculoso da
lamina terminal) e observou valores elevados de citocinas em relacdo a outras areas
do cérebro.

A terceira hipOtese propde que citocinas entrariam em contato com células
endoteliais do organismo, que possuem receptores para citocinas. Estes seriam
ativados o que iniciaria uma resposta no organismo levando a producdo de

eicosandides (mediadores inflamatorios de origem lipidica). Como estes eicosanoides
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penetram no SNC, via corrente sanguinea, seriam capazes de induzir processos
fisiopatologicos. Neste sentido, ja se mostrou que inibidores de eicosandides impedem
a producéo dos mediadores, suprimindo o comportamento doentio (DUNN, 2006, XU et
al, 2006, SALUK-JUSZCZAK et al, 2005 e CALDER, 2004).

Além disto, o efeito das citocinas poderia ser potencializado quando estas
entrassem em contato com a microglia, que séo células residentes do sistema nervoso
central as quais funcionam como liberadores enddgenos de citocinas (LENT, 2001,
MEYER et al, 2005, HAVA et al, 2006 e XU et al, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da administracdo de LPS no

periodo pré-natal e na prole feminina de ratas no modelo de asma murino.

2.2 Objetivos Especificos

Assim, pretendeu-se:

1) Avaliar o desempenho reprodutivo de ratas expostas no 9,5 dia da gestacgéo

ao LPS por meio do peso corporal e do desenvolvimento de sua prole.

2) Avaliar o efeito do LPS administrado no 9,5 dias de gestacdo em fémeas
ovariectomizadas, sensibilizadas e desafiadas com OVA no 9,5 dia da gestacao,por
meio da andlise de células do lavado broncoalveolar (LBA), leucograma, mielograma e

a producao de anticorpos.
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3 MATERIAIS E METODOS:

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar, adultas cedidas pelo Biotério do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ-USP). Os animais
permaneceram durante todo o experimento em caixas plasticas forradas com
maravalha esterilizada e isenta de impurezas. Os animais foram utilizados seguindo-se
as normas e procedimentos éticos relativos ao uso de animais de laboratorio do Comité
de Etica da FMV-UNIP (protocolo n°. 003/08). As caixas moradia foram mantidas em
sala com aeragdo, exaustdo, temperatura (22°C + 2°C) e umidade (45% - 65%)
controladas por meio de aparelhos de ar condicionado central em um ciclo claro/escuro

de 12 h com luz ligada as 7:00 h; 4gua e racao foi fornecida ad libitum.

3.2 Obtencéao dos Filhotes

Para obtencao dos filhotes, foram utilizadas 20 ratas Wistar adultas, virgens, as
guais foram acasaladas com machos experientes da mesma linhagem. Utilizou-se 3
animais por caixa sendo 2 fémeas para cada macho. No 9,5 dia de gestacdo (DG 9,5),
as fémeas receberam uma injecdo sc (via subcutdnea) de LPS (100 pg/kg) e foram
separadas dos machos sendo colocadas em caixas individuais onde permaneceram até

o desmame dos filhotes, realizado aos 21 dias de idade (DPN 21).

3.3 Parametros Reprodutivos e Gestacionais
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Foram avaliados os seguintes parametros reprodutivos: duracdo da gestacao,
presenca de natimortos, abortamentos, presenca de mal-formacdes, peso total da
ninhada, niamero de filhotes e relacdo de filhotes machos/fémeas. Ao nascimento, as
ninhadas foram ajustadas para 8 filhotes por mae, sendo 4 machos e 4 fémeas e
pesadas. Foi feita uma nova pesagem no dia do desmame, sendo toda manipulacéo
dos animais procedida a mesma hora do dia (8:30 as 10:30 h), evitando-se que o ciclo
circadiano de liberacdo de corticosterona atue como um viés. Como unidade de analise

tomou-se a ninhada.

3.4 Formacao dos Grupos

Todas as fémeas ao atingirem a idade de desmame, foram separadas para este

estudo, sendo os machos utilizados em outros experimentos.

Estas fémeas foram distribuidas em 2 grupos. Na formacédo dos grupos, foram
alocados um filhote de cada ninhada. Este procedimento pretende evitar variaveis

genéticas eventualmente presentes. Os grupos formados foram:

Grupo Controle: fémeas com 55 a 65 dias de idade cujas maes receberam o
veiculo do LPS no 9,5 dia da gestacdo - CONTROLE/OVA

Grupo Experimental: fémeas com 55 a 65 dias de idade, cujas mées receberam
LPS no 9,5 dias da gestagao - LPS/OVA.

Tomou-se como grupo BASAL: fémeas com 55 a 65 dias de idade sem

tratamento durante a gestacao.
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3.5 Desenvolvimento Fisico

O desenvolvimento fisico foi avaliado por meio do peso corporal ao nascer, ao

desmame e aos 55 dias de idade.

3.6 Ovariectomia (OVXx)

As fémeas foram ovariectomizadas para minimizar as variaveis do experimento,
pois € sabido que os hormdnios sexuais femininos interferem com o curso da
inflamacao alérgica pulmonar (RIFFO-VASQUEZ et al, 2007).

Os animais foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg) e xilazina
(20 mg/kg) por via intraperitoneal Apds tricotomia e assepsia da parede abdominal com
alcool iodado (3%), foi realizada laparotomia mediana. Identificados os ovérios foi
realizada a ligadura de seus pedinculos e em seguida a resseccdo dos tecidos
ovarianos. A parede abdominal foi fechada em dois planos com sutura continua de fio

de nylon 4.0.

3.7 Validagéo da Eficacia da Ovariectomia (OVx)

A eficacia da ovariectomia foi determinada pela analise do esfregaco vaginal
Para tanto, o padrdao morfolégico das células presentes no lavado vaginal foi

identificado. Assim, por meio de um conta-gotas a solucdo salina foi introduzida na
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vagina e o lavado retirado. Este foi posto sobre [amina de vidro e corado com azul de

metileno (5%) sendo observado em microscopia Optica de luz.

No momento da avaliagdo da asma experimental, aos 21 dias da cirurgia, 0s
animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), e os
Uteros removidos, sendo seus pesos determinados em balanca analitica. O sucesso da
ovariectomia foi avaliado pela deteccdo da reducdo no peso do Utero. Somente fémeas
ovariectomizadas em diestro e com reducdo da massa uterina foram utilizadas no
estudo.

3.8 Sensibilizacdo e Broncoprovocagdo in vivo

Decorridos 21 dias da ovariectomia, no DPN 60, grupos de animais foram
sensibilizados.com uma Unica injecdo de 10 mg de ovoalbumina (OVA, grau
V - Sigma®) dissolvidas em 0,4 ml de uma solucdo saturada de hidréxido de aluminio
(10 mg/animal) por via intraperitoneal No DPN 67 o0s animais receberam por via
subcutanea 2 ml de ovoalbumina a 0,1% dissolvida em hidroxido de aluminio (mesma
solucéo da imunizacgdao). A broncoprovocacao foi feita nos
DPN 73 e 74 (13 e 14 dias ap0s a sensibilizacdo priméria, ou seja, 21 dias apos
ovariectomia), Os animais foram expostos a um aerossol contendo ovoalbumina a 1%
por meio de um inalador ultrassénico (marca ICEL). Os ratos ndo sensibilizados foram
expostos a solucdo salina a 0,9% em agua destilada para serem empregados como
grupo CONTROLE (COLEMAN et al., 1983). A sesséo de inalacao foi realizada por 15
minutos colocando dois animais por sessdao em caixa plastica (18,5 cm X 18,5 cm X
13,5 cm) O periodo de 14 dias foi escolhido visto que, de acordo com Coleman et al
(1983) apoOs a injecao intraperitoneal de ovoalbumina emulsionada em alimen, os

niveis circulantes de imunoglobulinas E (IgE) aumentam rapidamente entre 7 e 14 dias.
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3.9 Coleta do Lavado Broncoalveolar (LBA) e Quantif  icacdo Celular

A coleta do lavado broncoalveolar foi realizada de acordo com Tavares de Lima
et al (1998) e Bozinovski et al (2004). Para tanto, os animais foram anestesiados com
cetamina (10mg/Kg) e xilazina (20 mg/Kg). A cavidade peritoneal foi exposta e a
exsanguinagdo foi realizada pela aorta abdominal. Apdés manipulacdo cirdrgica, a
traquéia foi exposta e canulada utilizando uma valvula reguladora com 3 entradas. Na
primeira entrada foi acoplada uma canula de polietileno; a segunda, uma seringa de
plastico contendo 20 ml de solugdo tampao de fosfatos (PBS) e a terceira, uma seringa
vazia (para a aspiracdo do exsudato inflamatério). A canula foi inserida na traquéia para

a lavagem do espaco broncoalveolar.

O LBA obtido foi centrifugado, por 10 minutos a 500 xg, o sobrenadante
desprezado e o botdo celular re-suspenso em 1 ml de PBS. A contagem do nimero
total de células foi realizada em camara hemocitométrica de Neubauer e a contagem
diferencial foi feita por microscopia o6ptica e contadas no minimo 400 células,
diferenciando-as segundo o tipo celular (macréfagos, linfocitos, neutrdfilos e
eosinofilos). As laminas obtidas foram coradas pelo método de May-Grinwald-Guimsa

modificado segundo Rosenfeld (1947).

3.10 Leucograma

Aliguotas de sangue (10ul) da aorta abdominal foram coletadas em pipeta
automética e adicionadas a 190 pul de liquido de Tiurk a 3%, e processadas para a

contagem total em camara de Neubauer. A contagem diferencial dos leucdcitos
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circulantes foi realizada e corada pelo método May-Griunwald-Giemsa modificado

segundo Rosenfeld (1947) e a seguir contadas 400 células.

3.11 Lavado Femural (LF) e Quantificacdo Celular

Os animais foram submetidos a eutanasia como descrito anteriormente. O fémur
esquerdo foi retirado e com o auxilio de uma pinca, este foi mantido sobre um tubo
Falcon” (50 ml); em seguida o canal medular foi perfundido com PBS (5 ml) utilizando
uma seringa plastica. A suspensdo medular obtida foi homogeneizada com o auxilio de
uma pipeta automatica de 5 ml e centrifugada a 170g por 10 min. O sobrenadante foi
desprezado e as células re- suspensas em
1 ml de PBS.

A contagem total de células foi realizada em camara de Neubauer. Para tanto,
uma aliquota da amostra (90 pl) foi acrescida de 10 pl de cristal violeta (0,2%)
dissolvido em acido aceético (30%), totalizando, portanto, uma diluicdo de 1:10. Os

resultados foram expressos em niimero de células x 10°/ml.

3.12 Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA)

Empregou-se a técnica previamente descrita por Mota e Wong (1969).
Resumidamente, realizou-se uma diluicdo seriada em progressdo geométrica de 1:1/2
até 1:1/256 de um pool de soros obtidos de animais dos CONTROLE/OVA e LPS/OVA.

As diferentes diluicbes foram entdo administradas por via intradérmica no dorso de
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ratas ndo manipuladas e ndo sensibilizadas. Decorridas 24 horas, estes animais
receberam, pela via intravenosa, 1ml de suspensdo contendo 500mg de OVA
associada a 2,5mg do corante azul de Evans e apos 15 minutos, submetidos a
eutanasia, e foram removidos a cutis dorsal e o diametro dos halos azuis formados nos
locais de inoculacdo da diluicdo dos soros. O titulo da anafilaxia cutanea passiva (PCA)
foi representado pela maior diluicdo na qual o soro foi capaz de determinar halo de

reatividade maior que 5mm de diametro.

3.13 Delineamento Experimental Geral

Foram utilizadas 20 ratas fémeas, divididas em 2 grupos, com 10 ratas em cada
grupo obtidas e agrupadas conforme previamente descrito. Os animais do grupo BASAL

(n=10) n&o foram submetidos a este procedimento.



DGO DG 9.5 DG 22 DPN 21 DPN 60
| | | | |
Dia0Oda Tratamento Nasci t D .
100ug/kg/ reprodutiva
salina i.p
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Figura 1: Delineamento experimental — esquema de tratamento pré-natal e estudos da

performance reprodutiva.

Desafio Experimentos )

Immunizagéao Booster
| | | | | 1
60 67 73 74
Dia p6s-natal

LBA

Leucograma

Mielograma
> PCA

Figura 2: Delineamento experimental — esquema de sensibilizacdo e desafio (Booster)

com OVA no modelo de asma experimental.
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3.14 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo teste de Kolmogorov e Smirnov
para verificagdo de homocedasticidade. Os dados foram submetidos & ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Tukey-Kramer no caso de trés amostras ou ao teste t de
Student no caso de duas amostras. Foram consideradas significantes as analises que
apresentaram nivel de significancia p<0,05. Os dados foram expressos como média *
erro padrdo. As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando GraphPad Software
V.2.01, Graphpad Instat-tm (1990-1993).
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Efeitos da Administracgdo no DG 9 5 de LPS em Parametros

Reprodutivos e Gestacionais

Delineamento experimental

Foram cruzadas 20 fémeas as quais foram divididas em dois grupos iguais. O
peso das fémeas foi medido no DG 2 e 21. Ao nascimento foram avaliados os
parametros reprodutivos e gestacionais: duragdo da gestagao, presenca de natimortos,
presenca de mal-formacdes, peso da ninhada, numero de filhotes e relacdo de filhotes
machos/fémeas. Os filhotes foram pesados no DPN2, ao desmame (DPN21) e no
DPNG60.

Resultados

A Tabela 1 mostra os resultados da avaliacdo materna e da prole de ratas
tratadas ou ndo com a solucdo de LPS no DG 9,5. Assim, o teste t de Student mostrou
gue as ratas prenhes tratadas com LPS adquiriram menos peso durante o periodo de
sua gestacdo em relacdo aquelas do grupo tratado com salina (p=0,0101). Essas
mesmas ratas também deram a luz a um numero menor de filhotes, em relagdo ao

grupo controle (p=0,0079). Porém, as ratas do grupo experimental tiveram o peso total
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de suas ninhadas similar aquelas do grupo controle (p=0,2253). A duracdo da gestacao
nao foi alterada nos animais do grupo experimental com relacdo aqueles do grupo
controle (p= 0,4866) e ndo foram observadas mal-formacdes externas nos animais.

Com relacdo ao peso corporal dos filhotes (Tabela.1l), o teste t de Student
mostrou que o peso corporal no segundo (p=0,9648), vigésimo primeiro (p=0,7188) e
sexagésimo dia da lactacdo da prole das ratas tratadas com LPS se mostrou inalterado

em relag&o ao grupo controle (p=0,9648).



Tabela 1: Avaliacdo materna das ratas tratadas ou ndo com a solugcdo de LPS: sao

apresentadas as médias e respectivos erros-padrdo. N = 10/ninhadas/ grupo.

Grupo
Parémetro
Controle Experimental
PARAMETROS MATERNOS
Ganho de peso durante a 16,63 £ 3,26 6,27 + 1,88*
gestacgéao (g)
PARAMETROS DA PROLE
i i ) 10,60 + 0,65 7,71 £0,76*
Numero de filhotes nascidos
70,60 + 5,50 60,53 £ 5,69
Peso total da prole (g)
7.45+0.20 7.94+£0.29
Peso corporal no PND2(g)
44,96 + 0,91 44,37+ 1,39
Peso corporal no PND21(g)
277,11 + 4,98 266,65 + 6,95

Peso corporal no PND60(g)

* p<0,05 em relagéo ao grupo controle — teste t de Student

36
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4.2 Experimento 2: Efeitos da Administracdo Pré-nat  al no DG 9,5 de 100 pg/kg de

LPS no Lavado Broncoalveolar da Prole Femininade R  atas.

Delineamento experimental

Foram utilizados 20 fémeas ovariectomizadas provenientes uma de cada
ninhada de maes tratadas (n=10) ou ndo (grupo CONTROLE/OVA, n=10) com LPS
(grupo LPS/OVA) no DG 9,5. Estas ratas, apo0s sensibilizacdo e desafio com OVA,
foram anestesiadas e procedeu-se ao lavado broncoalvelar como descrito. No mesmo
procedimento, coletou-se o sangue e executou-se o lavado femural O sangue foi
utilizado para o leucograma, estudo da formagéo de anticorpos e o lavado femural para
0 mielograma. Um outro grupo de 10 ratas ovariectomizadas, cujas mées ndo foram
tratadas durante a gestacdo e que ndo foram sensibilizadas e desafiadas com OVA,
foram submetidas & mesma manipulagdo e tomadas como controle negativo do modelo

de asma experimental em todos experimentos (grupo BASAL).

Resultados

A Figura 3 mostra os resultados obtidos com os experimentos conduzidos para
caracterizar a inflamac&o alérgica em ratas administradas com LPS pré-natalmente. E
apresentado o numero total de células em cada grupo. A ANOVA indicou a existéncia
de diferencas significantes entre os grupos (F(2/27)=102,27, p<0,0001). Como pode ser
observado o numero total de células no LBA dos animais, 24 horas apos o desafio com

OVA (CONTROLE/OVA) elevou-se de maneira significante quando comparado com o
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grupo BASAL (BASAL: 6,0+0,4 x 105/ml vs CONTROLE/OVA: 50,1+2,9 x 105/ml,
p<0,001). Por outro lado, no grupo LPS/OVA observa-se reducdo significante do
namero total de células no LBA, quando comparada com o grupo CONTROLE/OVA
(LPS/OVA: 20,5+2,5 x 105/ml, p<0,001). A comparacdo dos valores dos animais do
grupo BASAL com daqueles do grupo LPS/OVA também apresentou diferencas
significantes (p<0,001).
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Figura 3: Numero total de células do lavado broncoalveolar de ratas
ovariectomizadas, cujas méaes foram tratadas no 9,5 da gestacdo com 100
pg/kg de LPS ou solugdo salina, sensibilizadas e broncoprovocadas na idade
adulta com OVA. Os animais do grupo Basal ndo foram submetidos a
sensibilizacdo e broncoprovocagdo com OVA, sendo considerados como
controle negativo. Sdo apresentados as médias e respectivos erros-padrao de
10 animais/grupo/ninhada. Letras diferentes significam diferencas significativas
(ANOVA seguida do teste de Kruskal-Wallis).
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Os resultados presentes na Figura 3 referem-se a contagem diferencial de
células presentes no LBA desses animais. A ANOVA aplicada aos dados referentes aos
macrofagos indicou diferencas significantes entre os grupos (F(2/27)=10,6228,
P< 0,0004). O teste post hoc indicou aumento significante do niumero de macrofagos
(Figura 4, p<0,001) do grupo CONTROLE/OVA (13,52£1,2 x 105/ml) em relagcdo ao
grupo BASAL, (7,2+0,8 x 105/ml). Por outro lado, verificou-se reducao significativa
(p<0,05) no grupo LPS/OVA (9,49+0,9 x 105/ml) em relacdo ao grupo
CONTROLE/OVA. Além disto, os valores dos grupos BASAL e LPS/OVA néo diferiram
(p>0,05).

A Figura 5 representa o numero de neutrofilos obtidos do LBA. A ANOVA
aplicada entre os grupos indicou a existéncia de diferencas entre 0s grupos
(F(2/27)=76,92, p<0,0001). Como pode ser visto, o grupo CONTROLE/OVA
(24,7+2,4 x 10°/ml) apresentou aumento significativo (p<0,001) em relacdo ao grupo
Basal (1,0+0,2 x 10°ml). Ao contrario, o grupo LPS/OVA (5,6+0,6) apresentou reducao
significante (p<0,001) destes tipos celulares em relacdo ao grupo CONTROLE/OVA.
N&o foram observadas diferencas entre os resultados dos grupos BASAL e LPS/OVA
(p>0,05).

Com relagdo ao numero de linfécitos (Figura 6) a ANOVA indicou a existéncia de
diferencas significantes entre os grupos (F(2/27)=8,456, P<0,0014). O teste post hoc
mostra aumento significante (p<0,01) entre os dados do grupo CONTROLE/OVA
(9,66x1,2 x 10°/ml) em relacdo ao grupo BASAL (2,0+0,2 x 10°/ml). Nos animais do
grupo LPS/OVA (4,0+0,4 x 10°ml), observou-se reducdo significante (p<0,05) do
numero destas células quando comparada ao grupo CONTROLE/OVA. Nao foram

observadas diferencas entre os valores obtidos dos grupos LPS/OVA e Basal (p>0,05).

A Figura 7 representa o numero de eosinofilos recuperados do LBA. Nos animais
do grupo BASAL néo foram detectadas a presenca de eosinéfilos, como esperado. O
teste t de Student mostra reducédo significante (p< 0,0001) no niamero de eosinoéfilos
recuperados do LBA no grupo LPS/OVA (1,0+0,1 x 10°ml) em relacdo ao grupo
CONTROLE/OVA.
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Figura 4: Numero de macréfagos do lavado broncoalveolar de ratas
ovariectomizadas, cujas maes foram tratadas no 9,5 da gestacdo com 100 ug/kg
de LPS ou solugéo salina, sensibilizadas e broncoprovocadas na idade adulta com
OVA. Os animais do grupo Basal ndo foram submetidos a sensibilizacdo e
broncoprovocacdo com OVA, sendo considerados como controle negativo. Sao
apresentados as médias e respectivos erros-padrao de 10 animais/grupo/ninhada.
Letras diferentes significam diferencas significativas (ANOVA seguida do teste de
Kruskal-Wallis).
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Figura 5: Numero de neutréfilos do lavado broncoalveolar de ratas
ovariectomizadas, cujas maes foram tratadas no 9,5 da gestacdo com 100 ug/kg
de LPS ou solugéo salina, sensibilizadas e broncoprovocadas na idade adulta com
OVA. Os animais do grupo Basal ndo foram submetidos a sensibilizacdo e
broncoprovocacdo com OVA, sendo considerados como controle negativo. Sao
apresentados as médias e respectivos erros-padrao de 10 animais/grupo/ninhada.
Letras diferentes significam diferencas significativas (ANOVA seguida do teste de
Kruskal-Wallis).
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Figura 6: NOmero de linfécitos do lavado broncoalveolar de ratas
ovariectomizadas, cujas maes foram tratadas no 9,5 da gestacdo com 100 ug/kg
de LPS ou solugéo salina, sensibilizadas e broncoprovocadas na idade adulta com
OVA. Os animais do grupo Basal ndo foram submetidos a sensibilizagdo e
broncoprovocacdo com OVA, sendo considerados como controle negativo. Sao
apresentados as médias e respectivos erros-padrao de 10 animais/grupo/ninhada.
Letras diferentes significam diferencas significativas (ANOVA seguida do teste de
Kruskal-Wallis).
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Figura 7: Numero de eosinéfilos do lavado broncoalveolar de ratas
ovariectomizadas, cujas maes foram tratadas no 9,5 da gestacdo com 100 ug/kg
de LPS ou solugéo salina, sensibilizadas e broncoprovocadas na idade adulta com
OVA. Os animais do grupo Basal ndo foram submetidos a sensibilizacdo e
broncoprovocacdo com OVA, sendo considerados como controle negativo. Sao
apresentados as médias e respectivos erros-padrao de 10 animais/grupo/ninhada.
Letras diferentes significam diferencas significativas (ANOVA seguida do teste de
Kruskal-Wallis).
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4.3 Experimento 3: Efeitos da Administracdo Pré-nat  al no DG 9,5 de 100 pg/kg de

LPS no Leucograma da Prole de Ratas Observadas nal dade Adulta.

Delineamento experimental

O sangue das ratas colhido no experimento 2 foi empregado para execuc¢ao do

leucograma, ou seja, quantificacdo dos leucacitos circulantes.

Resultados

A ANOVA aplicada entre os dados dos totais de células circulantes (Figura 8)
indicam diferenca significante entre os grupos (F(2/27)=21,055, p<0,0001). A
comparacdo dos dados do grupo CONTROLE/OVA mostrou que houve reducdo
significante (p<0,001) do numero total de leucdcitos em relagdo ao grupo Basal
(10053+785 mm?® vs CONTROLE/OVA: 3675+447 mm?). Por outro lado, observou-se
aumento significante (p<0,001) no namero total de células no grupo LPS/OVA quando
comparado com o grupo CONTROLE/OVA (LPS/OVA: 8513+873 mm?®). A comparacéo
entre os valores dos grupos BASAL e LPS/OVA indicou auséncia de diferencas entre os
grupos (p>0,05).

A andlise diferencial (Figura 8) indicou a existéncia de diferencas entre os grupos
(ANOVA, F(2/27)=16,477, p<0,0001). O teste post hoc mostrou reducdo significante
(p<0,001) do numero de células mononucleares no grupo CONTROLE/OVA

(3016+345 mm?) quando comparado com o grupo Basal (7500+805 mm?). J& no grupo



46

LPS/OVA (6054+432 mm?®) verificou-se aumento significante (p<0,01) no nimero de
células mononucleares em relagdo ao grupo CONTROLE/OVA. Nao houve diferencas

significantes entre os valores dos grupos BASAL e LPS/OVA (p>0,05).

Com relacdo as ceélulas polimorfonucleares circulantes, a ANOVA indicou
diferencas significantes entre os grupos (F(2/27)=32,387, p<0,0001). Assim, observou-
se reducao significante no grupo CONTROLE/OVA (1395+199 mm?, p<0,01) e no grupo
LPS/OVA (4260+347 mm?® p<0,001) quando comparados com o grupo Basal
(2553+180 mm?).
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Figura 8: Numero total de células obtidos do sangue periférico de ratas
ovariectomizadas, cujas maes foram tratadas no 9,5 da gestacdo com 100
Mg/kg de LPS ou solucdo salina, sensibilizadas e broncoprovocadas na
idade adulta com OVA. Os animais do grupo Basal ndo foram submetidos a
sensibilizacdo e broncoprovocacdo com OVA, sendo considerados como
controle negativo. Sao apresentados as medias e respectivos erros-padréo
de 10 animais/grupo/ninhada. Letras diferentes significam diferencas

significativas (ANOVA seguida do teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 9: Numero total de mondcitos obtidos do sangue periférico de ratas
ovariectomizadas, cujas maes foram tratadas no 9,5 da gestacdo com 100
pg/kg de LPS ou solucdo salina, sensibilizadas e broncoprovocadas na
idade adulta com OVA. Os animais do grupo Basal ndo foram submetidos a
sensibilizacdo e broncoprovocagdo com OVA, sendo considerados como
controle negativo. Sao apresentados as médias e respectivos erros-padréo
de 10 animais/grupo/ninhada. Letras diferentes significam diferencas

significativas (ANOVA seguida do teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 10: Numero total de neutrdéfilos obtidos do sangue periférico de ratas
ovariectomizadas, cujas maes foram tratadas no 9,5 da gestacdo com 100
Mg/kg de LPS ou solucdo salina, sensibilizadas e broncoprovocadas na
idade adulta com OVA. Os animais do grupo Basal ndo foram submetidos a
sensibilizacdo e broncoprovocacdo com OVA, sendo considerados como
controle negativo. Sao apresentados as meédias e respectivos erros-padréo
de 10 animais/grupo/ninhada. Letras diferentes significam diferencas

significativas (ANOVA seguida do teste de Kruskal-Wallis).
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4.4 Experimento 4: Efeitos da Administracdo Pré-nat  al no DG 9,5 de 100 pg/kg de
LPS no Mielograma da Prole de Ratas Observadas na|l dade Adulta.

Delineamento experimental

O lavado femural colhido no experimento 2 foi utilizado para a avaliacdo do

mielograma da prole feminina de ratas expostas ou ndo ao LPS no DG 9,5.

Resultados

As células da medula 6ssea foram quantificadas em amostras de lavado de
fémur dos animais (Figura 11). A ANOVA ndao indicou a existéncia de diferencas entre
os grupos (F (2/27)=2,438, p=0,1064). Os valores foram de 40,20+3,80 x 10° para os
animais do grupo BASAL, 44,70+3,60 x 10° para os animais do grupo CONTROLE/OVA
e 51,20+3,20 x 10° para os animais do grupo LPS/OVA.
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Figura 11: NOmero total de células do lavado femural de ratas
ovariectomizadas, cujas mées foram tratadas no 9,5 da gestagdo com 100
pg/kg de LPS ou solucdo salina, sensibilizadas e broncoprovocadas na
idade adulta com OVA. Os animais do grupo Basal ndo foram submetidos a
sensibilizacdo e broncoprovocacdo com OVA, sendo considerados como
controle negativo. Sao apresentados as meédias e respectivos erros-padréo
de 10 animais/grupo/ninhada. Ndo foram detectadas diferencas significantes

entre os grupos (ANOVA).
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4.5 Experimento 5: Efeitos da Administracdo Pré-nat  al no DG 9,5 de 100 pg/kg de

LPS na Formacéo de Anticorpos da Prole de Ratas Obs  ervadas na Idade Adulta.

Delineamento experimental

O sangue colhido no experimento 2 foi utilizado para o teste de anafilaxia

cutanea passiva.

Resultados

Em ambos os grupos a titulacdo foi igual a 12,8+1,96 (n = 5).
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Figura 12: Titulos de IgE de animais do grupo BASAL, CONTROLE/OVA, e

LPS/OVA. A variacao dos titulos de IgE dos animais foi nula
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5 DISCUSSAO

A administracdo de LPS durante a gestacao € associada a diversas alteracdes
na reproducao tais como reabsorcdo, morte fetal uterina, retardo no crescimento fetal
intra-Utero e adiantamento do parto em roedores. Neste modelo o TNF-alfa € tido como
o mediador mais importante responsavel por estes efeitos (SILVER et al, 1994,
GENDRON et al, LEAZER et al, 2002; XU et al, 2006). Inimeros estudos mostram que
o0 LPS aumenta o TNF-alfa no soro materno, no liquido aminiético e na placenta
(BELL et al, 2004; VIZI et al, 2001; GAYLE et al, 2004). Neste sentido, a exposi¢cao ao
LPS induz a expressdo da enzima Oxido nitrico sintase nas células da decidua e
miomeétrio bem como aumenta a producdo do Oxido nitrico na decidua e no utero
(OGANDO et al, 2003). As prostaglandinas, também estdo envolvidas na
embriotoxicidade induzida pelo LPS. Silver et al (1995) mostram que a administracao
durante a gestacdo de LPS induz a expressédo da COX 2 e resulta no incremento da
producdo de eicosandides decidual, seguida por morte fetal dose-dependente. Este
efeito é suprimido pela administracdo de inibidores da COX 2 (GROSS et al, 2000;
SAKAI et al, 2001).No entanto no presente trabalho, ndo foi observada alteragcdo na

duracao da gestacao de ratas tratadas com LPS no GD9,5.

A administracdo pré-natal de LPS reduziu o ganho total de peso na gestagéo
de ratas, porém néo alterou o peso total da prole ao nascer, no segundo dia de vida, ao
desmame e na idade adulta. A reducdo do peso materno pode ser interpretada como
resultado do comportamento doentio produzido pela administracdo do LPS no 9,5 dia
da gestacédo. De fato, estudos em nosso laboratorio mostram que ndo s6 a ingestao de
alimentos bem como a atividade geral de ratas prenhes tratadas com LPS neste dia
foram reduzidas (KIRSTEN et al, 2007). Neste sentido, a dose administrada é capaz de
induzir comportamento doentio nas fémeas, ja caracterizado em nossos laboratérios por
KIRSTEN et al (2007). Esses autores mostram que fémeas prenhes que receberam
LPS (100 pg/kg ) no GD 9,5 apresentaram perda de peso, reducéo da atividade geral e
hipofagia.
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Portanto, a dose administrada de LPS causou comportamento doentio
materno nas ratas tratadas, ja que estas apresentaram menor ganho de peso durante a
gestacdo e provavelmente estas fémeas apresentaram reabsorcao fetal sugerido pelo

menor nimero de filhotes das ninhadas.

Apesar de se ter observado redugdo no ganho de peso materno nédo foi
detectada alteracdo no peso da prole ao nascer e até a idade adulta. Assim, a
administracdo do LPS néao interferiu no desenvolvimento intra-Utero da prole bem como
no seu desenvolvimento fisico, evidenciando que, embora a homeostase materna tenha
sido prejudicada, esta ndo foi suficiente para interferir com o desenvolvimento ponderal
da prole. Além disso, se ocorresse, este efeito seria indireto, pois o LPS ndo chega
diretamente até a prole (ASHDOWN et al 2006). Por outro lado, ndo foi observada

alterac&o na duracgéo da gestacéao de ratas tratadas com LPS no GD 9,5

A este respeito, no entanto, observou-se reducdo no numero de filhotes a
termo o que evidencia o efeito deletério do LPS na manutencdo da gestacdo e
corrobora com dados da literatura mostrando aumento de mortes perinatais em
resultado da administracédo do lipopolissacarideo (ROMERO et al, 1988, SILVER et al,
1995; GENDRON et al, LEAZER et al, 2002; XU et al, 2006).

A respeito dos resultados no modelo de asma murino experimental, no
presente trabalho verificou-se reducao significante no nimero de células totais do LBA
bem como na contagem diferencial destas células. Observou-se acimulo no sangue de
células mononucleares e polimorfonucleares circulantes indicativo que estas nao
migraram para o pulm&o dos animais explicando auséncia de resposta inflamatéria. Por
outro lado, ndo ocorreram modificagdes no numero de células da medula no LF
mostrando que a hematopoiese ndo foi modificada pelo tratamento pré-natal com LPS.
Além disso, ndo ocorreram diferencas entre os titulos de IgE no teste de anafilaxia

cutanea.

Assim, os presentes resultados indicam que o tratamento pré-natal no GD 9,5
com LPS alterou a migragdo dos leucdcitos para o pulméo, além disto, a auséncia de

alteracdes celulares na medula sugere que a hematopoiese nédo foi modificada pelo
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tratamento pré-natal e que a diferenca de resposta entre os grupos LPS/OVA e

CONTROLE/OVA deve-se a outros fatores imunoldgicos que n&o a producgéo de IgE.

Esta também bastante estabelecido que processos inflamatorios e infeccdes
bacterianas ou virais em gestantes levam a interferéncia no ambiente fetal, podendo

resultar em diversos danos a prole.

Alguns trabalhos evidenciam que a inflamacéo pré-natal pode lesar o pulméao
fetal, deixando-o mais suscetivel a displasia broncopulmonar quando presentes alguns
fatores pos-natais (ventilagdo mecanica, sepses). Jobe (2004) evidenciou que a injecao
de endotoxina (E. coli) no fluido amniético de ovelhas com a realizagdo da cesariana,
30 dias ap6s aumentou a resposta inflamatoria subsequente quando os pulmdes destes
pré-termos sédo ventilados. Neste caso, 0os recém nascidos receberam 6 horas de
ventilagdo e 6 horas sem ventilacdo. As células nos lavados alveolares, a expressao
das citocinas proé-inflamatorias e a expressdo do RNAm para a proteina do surfactante
nao foram diferentes entre os grupos da endotoxina e solugao salina quando nao foram
ventilados. Ja no grupo exposto a endotoxina e ventilado, o lavado alveolar continha
5,7 vezes mais mondcitos, 12 vezes mais linfécitos. As células do lavado broncoalveolar
deste grupo ventilado exposto a endotoxina expressaram 3 vezes mais a IL-6 e IL-8 do

gue o grupo exposto a solucao salina.

Yoon e al (1997) detectaram maiores niveis de IL-6, TNF-alfa, IL-1-beta e IL-8
no liquido amnidtico de criancas recém nascidas com idade gestacional menor que
33 semanas que desenvolveram displasia bronco-pulmonar. Assim, a injaria pulmonar
levou a displasia bronco-pulmonar e propds que, em alguns recém nascidos, esta

poderia ter se iniciado intra-utero.

Estas evidéncias levaram a hipétese de que as citocinas pro-inflamatorias
poderiam atuar como sinalizadoras de maturacdo no feto. Estas teriam papéis
sinalizadores durante o desenvolvimento pulmonar, assim como durante a leséo e

reparo pulmonares.

No entanto, também existem evidéncias que a infeccdo materna perinatal

pode induzir a maturacéo pulmonar e ao mesmo tempo, reduzir a resposta imunolégica.
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Em roedores a organogénese € dividida em 4 etapas: 1) o estagio
pseudoglandular; 2) o estagio canicular; 3) estagio terminal sacular e 4) estagio
alveolar. O estagio pseudoglandular ocorre entre os dias 12 e 14 da gestacdo sendo o
mais vulneravel a interferéncias que ocorrem no ambito materno e levam a
consequéncias no desenvolvimento da asma de sua prole (PINCUS-KNACKSTEDT et
al, 2006). Desta forma, escolheu-se, neste trabalho, o dia 9,5 da gestagdo para o
tratamento materno, pois como citado, o comportamento doentio foi observado por no
minimo 3 dias e assim seria atingido o inicio do periodo critico do estagio de

desenvolvimento pseudoglandular.

Ha mais de uma década Baker (1995) enfatizava a existéncia de uma base
cientifica entre a doenca materna e a fetal, em resultado desta suas proposicdo uma
série de investigacdes foram concentradas nos efeitos da malnutricdo durante a
gestacdo e seus multiplos efeitos deletérios na salde e o risco de doencas nos
descendentes em idade adulta. Mais recentemente, os experimentos de Nepomnaschy
et al (2006) sugerem que o estresse pré-natal também aumenta o risco de doencgas na

prole de animais e do homem na idade adulta.

A hipotese higiénica defende que a exposicdo precoce a determinadas
infeccdes, vacinas ou endotoxinas pode influenciar a resposta imunoldgica e proteger

contra doencgas alérgicas em fases mais tardias da vida.

Baseia-se no principio da exposicdo a agentes microbianos ou seus produtos

com consequente aumento de producdo de células Thl, alterando a relacdo Th1/Th2.

Uma melhor situacdo socio-econdmica e melhores condigBes higiénicas

parecem estar envolvidas com o surgimento de doencas alérgicas.

Um dos exemplos mais citados na literatura mostra resultados da Alemanha
logo apds sua unificacdo (1991 a 1992). A prevaléncia de asma e outras doencas
atopicas foi maior entre criancas da Alemanha Ocidental quando comparadas com as
da Alemanha Oriental. Essa diferengca se explicaria pelo maior uso de antibiéticos,
aditivos antimicrobianos de alimentos, vacinagdes e baixa exposicdo a alérgenos rurais

pelos ocidentais.
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Outros estudos também mostram uma menor prevaléncia de asma em
criangas com estilo antroposofico de vida na Suica. O estilo antroposofico se baseia no
uso restrito de drogas (antibidticos, antipiréticos e vacinas) e alimentos industrializados.
Martinez (2001) enfatiza que a relacdo entre a vacina contra sarampo e doencas
alérgicas é controversa e propde que o ambiente rural favorece o crescimento das
criancas, pois essas estdo expostas a uma grande quantidade de microorganismos e
produtos bacterianos como o LPS o que diminui consideravelmente a prevaléncia de

doencas alérgicas.

De fato, Kramer et al (2004) evidenciaram que a corioamnionite induzida por
endotoxina modula a imunidade inata dos mondcitos em ovelhas pré-termo. Sete a
quatorze dias apds a exposi¢do a endotoxina a resposta dos mondcitos excedeu a dos
adultos; no entanto, uma segunda exposicdo 7 dias apds a primeira exposi¢do, a
endotoxina suprimiu a funcdo dos mondcitos. Assim, os padrbes de respostas dos
mondcitos foram condizentes com o desenvolvimento de tolerdncia a endotoxina
(paralisia imune), assim como da maturagdo da fungdo. Assim, a modulagdo da
resposta fetal inata pela exposicdo a inflamacdo pode alterar subseqiientemente a
adaptacdo imune apos o nascimento. No presente trabalho foi realizada apenas uma

aplicacdo de LPS o que anula a possibilidade de ocorréncia de paralisia imune.

Presentemente, verificou-se reducdo do numero de macrofagos, neutrofilos,
linfcitos e eosindfilos no LBA do grupo que recebeu LPS pré-natalmente e quando
adultos foram sensibilizados e desafiados com OVA. Com relacdo aos leucdcitos
circulantes, verificou-se aumento das células mononucleares e polimorfonucleares nos
animais administrados com LPS pré-natalmente e sensibilizados e broncoprovocados
com OVA na fase adulta em relagcdo aos que néo receberam o LPS. Ainda ndo foram
observadas diferencas significativas na celularidade da medula 0ssea e na producéo de
IgE nestes animais em relagcdo ao grupo CONTROLE/OVA. Neste sentido, ndo existem
trabalhos na literatura mostrando o efeito do LPS pré-natal sobre a celularidade no

sangue e na medula 0ssea.

Neste sentido, alguns estudos sugerem que a administracdo de LPS modula in

utero o desenvolvimento de alergias na prole de camundongos.
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Blumer et al (2005) foram os primeiros autores a identificar esse fenébmeno.
Eles administraram LPS antes da concepcéo e durante a gestacdo de camundongos
tendo observado que a prole, apés sensibilizacdo e desafio com OVA, apresentou
aumento na IFN-gamma, mas ndo na liberagdo de IL-4 e IL-2. Observaram também
supressao nos anticorpos IgGl e IgE sendo que a IgG2a nao foi modificada.
Paralelamente os niveis de IL-5 and IL-13 apds estimulacdo mitbgena de leucécitos do
baco foram reduzidos. O lavado broncoalveolar apdés o desafio com OVA revelou
reducdo significante nos eosindfilos e macrofagos e a hiper responsividade respiratoria
nao foi alterada. Estes dados estdo de acordo parcialmente com os aqui relatados, pois
além de reducdo nos eosinofilos e macréfagos no LBA, encontrou-se reducdo dos

eosindfilos e neutrofilos e auséncia de alteragdes na IgE.

Em 2006, Gerhold et al propuseram que uma estratégia para prevenir o
desenvolvimento de doencas alégicas, em particular a asma, seria a exposicao pré e
pés-natal a endotoxinas. Os autores observaram que a exposi¢ao pré-natal de LPS em
camundongos suprime as caracteristicas de doencas alérgicas das vias respiratorias na
sensibilizacdo dos filhos na idade adulta, (1) producédo de IgE alérgeno especifica, (2)
inflamacado alérgica eosinofilica, e (3) aumentou reatividade das vias aéreas in vivo.
Para a apreciacdo do potencial de propriedades imunomoduladoras do LPS no que diz
respeito a sua capacidade de inibir o desenvolvimento posterior da sensibilizacdo do
alérgeno na prole, mostrou-se que a inalacdo de LPS em doses baixas ndo causou
qualquer efeito toéxico (GERHOLD et al, 2003). Em particular, a exposicéo pré-natal com
LPS ndo causou quaisquer sintomas clinicos ou efeitos pro-inflamatorios, como
inflamac&o alérgica neutrofilica ou o desenvolvimento de qualquer aumento de

reatividade das vias aéreas em camundongos jovens.

Estes autores expuseram camundongas prenhes, trés vezes por semana até o
nascimento a nebulizacdo com LPS. Apés o0 nascimento, alguns filhotes foram expostos
ao LPS e outros ndo. Entéo, todos os animais foram sensibilizados i.p. com OVA no 28°
dia de vida e o desafio foi feito entre os dias 55-58 de vida, os resultados mostraram
gue a exposicdo perinatal ao LPS suprimiu a sensibilizacédo alérgica especifica, ou seja,
a producédo de IgE, reduziu o numero de eosinéfilos no lavado broncoalveolar e a
reatividade in vivo a metacolina. Estes efeitos ocorreram quando o tratamento foi feito
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pré e pos-natal. A supresséo das respostas inflamatorias foi associada ao aumento da
expressao de toll-like receptors e a expressao dos T-bet de tecidos pulmonares que
sofreram mudancas em direcdo predominantemente para respostas imunes Th;.
Portanto, a exposicao iniciada prenatalmente e sustentada pdsnatalmente aumentou a
susceptibilidade a endotoxina e preveniu a sensibilizacdo da prole através da inibicdo
da resposta imune Th, observada em cultura de células de bagco expostas a OVA in
vitro. No presente trabalho pode-se também aventar que a exposicéo pré-natal ao LPS
tenha levado as mesmas consequéncias. Acrescente-se que a causa fundamental da
prevencdo da sensibilizacdo foi os leucocitos circulantes ndo migrarem do sangue para

o pulméo, causando aumento dos mesmos neste tecido (GERHOLD, K. et al, 2006).

Outro mecanismo que poderia estar envolvido neste sistema é o
desenvolvimento de tolerancia ao LPS. E bem sabido que o LPS induz um estado de
tolerancia imunoldgica, que € transitoria e pode ser observada ap0s a exposi¢ao inicial
ao LPS. Foi demonstrado que este mecanismo € mediado pela IL-1beta (ALVES-ROSA
et al, 2002). No entanto, neste trabalho, ndo temos dados suficientes para implicar os

resultados com o fendbmeno.

Sobre o mesmo tema, Datti et al (2006) correlacionaram a exposi¢cao materna
pré-natal a um estresse neste periodo e a progressao de doencas respiratérias em seus
descendentes. O fator estressante considerado foi a infeccdo materna pré-natal
induzida por administracdo de LPS. Além disso, investigaram o envolvimento do éxido
nitrico com a administracdo pré-natal de LPS. Assim, 0s autores expuseram ratas
prenhes a 7 ug/kg de LPS no 17 dia da gestacdo tratadas ou ndo previamente com
aminoguanidina, um inibidor da enzima o6xido nitrico sintetase (iNOS). A exposicao pre-
natal ao LPS reduziu a inflamacédo alérgica pulmonar da prole destas ratas na idade
adulta ndo tratadas com o inibidor da iINOS, quando sensibilizadas e desafiadas com
OVA. Observou-se reducdo no numero de eosindfilos broncoalveolares independente
do género. A aminoguanidina reverteu totalmente a supressdo de eosinofilos. A
exposicdo materna ao LPS também reduziu o nimero de eosindéfilos na medula e no
sangue periférico da prole. Esta reducdo ndo ocorreu em animais tratados com
aminoguanidina. Além disso, nenhuma diferenca foi detectada nos niveis de TNF-alfa.

Em conclusdo, os autores propuseram que a exposicdo pré-natal ao LPS reduz o
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recrutamento de eosinofilos na alergia das vias aéreas da prole na idade adulta,
possivelmente por mecanismos que envolvem a ativacdo de iINOS. Embora,
presentemente tenha se observado resultados similares, ndao houve alteragédo da

hematopoiese em nossos animais.

Mais recentemente, Hodyl et al (2007) estudaram o perfil da funcdo imune
durante diferentes periodos da vida da prole de ratas expostas pré-natalmente ao LPS.
As respostas foram examinadas em quatro periodos do desenvolvimento pela
determinacéo dos subtipos de células imunes e da resposta a exposicao in vitro ao LPS
de TNF-alfa e IL-1beta. Animais lactentes ndo tiveram respostas tipicas ao LPS
enquanto que na puberdade nenhuma diferenca foi detectada entre animais do grupo
controle e experimental. Na idade adulta e senescéncia da prole de maes expostas a
endotoxina apresentou menor niumero de mondcitos circulantes. Efeitos diferenciais
com relacdo ao sexo s6 foram observados em animais idosos. Portanto, o periodo da
vida é fator importante na determinacdo de respostas do sistema imune. Neste sentido,
ndo s6 o periodo de exposi¢cdo, mas também a dose e a frequéncia da exposi¢ao
podem determinar diferencas nas respostas obtidas. De fato, os trabalhos acima citados
utilizaram doses e periodos perinatais diferentes deste estudo. Além disso, em todos os
casos o LPS foi administrado repetidamente e no presente trabalho apenas uma vez no

9,5 dias da gestacéo.

Neste sentido, existem crescentes provas de que o desenvolvimento do
sistema imune do feto esta ativo e passivamente controlado pela imunidade materna, e
gue o resultado desta interagdo feto-maternal tem um forte impacto sobre alergias na
vida adulta da prole. Além disso, foi mostrado que alérgenos especificos de células T ja
estdo presentes ao nascimento (KOPP et al, 2001) e que o risco de desenvolver
alergias é inversamente associado com a capacidade de secretar IFN-alfa durante
estimulacdo mitogénica de leucocitos esplénicos (GEREDA et al, 2000). Uthoff et al
(2003) demonstraram que exposi¢cdo ao alérgeno durante a gravidez tem um forte
impacto na sensibilizagdo alérgica da prole. Pode-se distinguir entre efeitos pro-alérgico
das células T CD4 e efeitos imunossupressores mediados via anticorpos maternos

alérgeno-especifico IgG.
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O mecanismo molecular através do qual o LPS materno modula a imunidade
Th, pds-natal ndo € totalmente compreendido ainda. O reconhecimento de LPS envolve
a acao de varias moléculas incluindo o proteina ligadora do LPS (LBP), receptor de
membrana mondcito/macréfago (CD14) e engajamento com receptores (TLRs), como o
TLR-4. E sabido que TLR-4 esta expresso na placenta humana (GEREDA et al, 2000;
Braun-Fahrlander et al, 2002). Permanece ainda por ser investigado se a exposicao
materna ao LPS desencadeia e regula o nivel da expresséo e da funcdo do TLR-4 na
area placentéria-fetal Esse poderia ser um mecanismo semelhante que opera na area
placentaria como tem sido identificado em camundongos adultos expostos ao LPS
(TULIC et al, 2000; LAPA E SILVA et al, 2000; HOLMLUND et al, 2002).

E importante notar que o LPS materno reprime o desenvolvimento de
respostas imunes Th, a OVA, mesmo no contexto do Al(OH) 3, um potente adjuvante
Th,. Além disso, ndo h& qualquer indicagdo de que a imunidade Th; esteja aumentada.
Este efeito inibitério Th2 pode estar relacionado com o aumento da resposta neonatal
ao IFN-alfa. No entanto, esta néo foi associada a um refor¢co da resposta imune Th; a

alérgenos.

Em conclusdo, a exposicdo iniciada pré-natalmente e sustentada pos-
natalmente a componentes imunomoduladores, como LPS, foram muito eficazes na
supressdo de respostas imunes alérgeno-induzidas das vias aéreas. Os resultados
mostraram que a administracdo do LPS a ratas inibiu a resposta alérgica inflamatoria
nos animais na idade adulta sensibilizados a OVA por impedir a migracao de células do
sangue para o pulmdo sem alterar a hematopoiese e os niveis de IgE. Embora os
mecanismos subjacentes a estas alteracdes devam ser investigados com mais
profundidade, estes resultados podem ser Gteis tendo em vista as novas propostas que

visam a prevencao de doencgas alérgicas na prole.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, estudos da administracdo de LPS no modelo de asma
murino na prole feminina de ratas, através da injecdo intraperitoneal aos 9,5 dias de
gestacéo, pretendeu-se avaliar o desempenho reprodutivo de ratas por meio do peso
corporal, o desenvolvimento da prole de ratas exposta ao LPS e avaliar, em fémeas
ovariectomizadas, sensibilizadas e desafiadas com OVA que receberam ou ndo LPS no
9,5 dias de gestacdo, as células do lavado broncoalveolar, leucograma, mielograma e a

producéo de anticorpos.

Varias referéncias mostram que existem alteragcfes perinatais que foram aqui
observadas na avaliacdo dos parametros reprodutivos através dos experimentos onde
os dois grupos foram comparativamente observados. O peso das ratas tratadas com
LPS diminuiu durante o periodo gestacional quando comparado ao grupo
CONTROLE/OVA, sem que essa diferenca induzisse a perda de peso da prole. Porém,

a prole apresentou-se com menor numero de filhotes por provavel reabsorcao fetal.

Na avaliacdo das células do lavado broncoalveolar observou-se que o grupo
CONTROLE/OVA apresentou um maior niumero de células, ou seja, 0 grupo submetido
ao LPS teve reducdo do numero total de células do lavado broncoalveolar e na

contagem diferencial dessas células (macréfagos, neutréfilos, eosindfilos e linfécitos).

Os leucogramas mostraram aumento significante do numero total de
leucécitos circulantes, bem como na andlise diferencial de células sanguineas

circulantes (células mononucleares e polimorfonucleares).

Os experimentos ndo demonstraram alteracfes na celularidade medular, pois

a administracéo de LPS ndo altera a hematopoiese.

Também néo foram detectadas diferencas referente a producdo de anticorpos,
entre os grupos nos titulos IgE no teste de anafilaxia cutdnea, por ndo haverem

desenvolvido reacdes inflamatérias observadas nos experimentos realizados.
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Em suma, a exposi¢do pré-natal ao LPS no 9,5 dias da gestacdo reduz a
resposta a asma experimental induzida por OVA na prole feminina de ratas por reduzir
a migracao de células imunes do sangue periférico para o pulméao, sem interferéncia da

atividade da medula e na producao de anticorpos.
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