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I.1. RESUMO

A asma ¢ uma doenca crdonica ndo transmissivel, caracterizada pela hiperresponsividade
bronquica e pela inflamagdo das vias aéreas em diferentes graus. Apesar de comumente
associada a sintomas respiratdrios, estudos recentes sugerem a presenca de alteracdes
compativeis com o envelhecimento cronologico, bem como uma maior prevaléncia de doengas
neuropsiquiatricas, em individuos asmaticos. Nesse contexto, o presente trabalho se propde a
investigar o papel da asma como um possivel contribuinte para o processo de envelhecimento
a nivel celular e sistémico, explorando os mecanismos subjacentes e destacando a influéncia da
eotaxina-1/CCL11 nesse processo. Para isso, investigamos a capacidade de CCL11 de induzir
senescéncia celular e os potenciais mecanismos envolvidos nesse desfecho na linhagem de
fibroblastos pulmonares humanos MRCS5. Nossos resultados demonstraram que a sinalizagdo
via eotaxina-1/ CCL11 desencadeou um aumento proeminente na producao de espécies reativas
de oxigénio, acompanhado por uma elevada ativacdo de vias de resposta de dano ao DNA,
evidenciada pela fosforilagdo de TP53 e H2AX. Essas alteragdes foram acompanhadas pela
inducdo de senescéncia celular, evidenciada pelo aumento da atividade da enzima [-
galactosidase associada a senescéncia, redugdo da capacidade proliferativa mediada por Ki-67
e aumento da secre¢do das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-8, mediadores importantes do
fenotipo secretor associado a senescéncia. Além disso, andlises adicionais in silico revelaram
uma expressao elevada de CCL11, assim como de marcadores de envelhecimento celular, como
CDKN2A (p16INK4a) e SERPINEI, em células epiteliais pulmonares de pacientes com asma
atopica. Por fim, buscamos investigar no contexto da asma a presenca de alteragdes sistémicas
classicamente atribuidas ao envelhecimento. Para isso, camundongos C57BL/6J machos foram
submetidos a um protocolo de inducdo de asma por meio da inalacdo repetida do extrato
comercial de poeira de dcaro doméstico da espécie Dermatphagoides pteronyssinus. N0ossos
resultados demonstraram um aumento na secregao de citocinas pro-inflamatérias nao apenas no
tecido pulmonar, mas também a nivel sistémico, evidenciado pelo aumento das concentragdes
plasmaticas de IL-4, INFy e IL-17A. Ainda, observou-se uma redu¢do no peso global e a
exacerbagdo de comportamentos associados a ansiedade durante o teste de interagdo social em
camundongos asmaticos, quando comparados ao grupo controle. Esses dados sugerem uma
interconexao entre asma, inflamacgao sistémica, alteragdes metabolicas ¢ o desenvolvimento de
doencas neuropsiquidtricas. Em suma, os dados apresentados ao longo dessa tese representam
um avanco na amplia¢do da conceituacao classica da fisiopatologia da asma, elucidando seu
papel na promocgao precoce de diferentes alteracdes associadas ao envelhecimento, tanto a nivel

celular quanto sistémico.



I.2. ABSTRACT

Asthma is a chronic non-communicable disease characterized by bronchial
hyperresponsiveness and varying degrees of airway inflammation. Despite commonly being
associated with respiratory symptoms, recent studies suggest the presence of alterations
consistent with chronological aging, as well as a higher prevalence of neuropsychiatric
disorders, in asthmatic individuals. In this context, the present study aims to investigate the role
of asthma as a potential contributor to the aging process at both cellular and systemic levels,
exploring underlying mechanisms and highlighting the influence of eotaxin-1/CCL11 in this
process. To this end, we investigated the capacity of CCL11 to induce cellular senescence as
well as the potential mechanisms involved in this outcome in a human pulmonary fibroblast
cell line. Our results showed that eotaxin-1/CCL11 was able to promote a prominent increase
in reactive oxygen species production, accompanied by a high activation of DNA damage
response pathways, evidenced by p-TP53 and YH2AX phosphorylation. These alterations were
accompanied by cellular senescence induction by CCL11 in these fibroblasts, evidenced by
increased senescence-associated [-galactosidase activity, reduced proliferative capacity
mediated by Ki-67, and increased secretion of pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-8,
important mediators of the senescence-associated secretory phenotype. Furthermore, additional
in silico analyses revealed an elevated expression of CCL11, as well as cellular aging markers
such as CDKN2A (p16INK4a) and SERPINEI1, in pulmonary epithelial cells from atopic
asthma patients. Lastly, we sought to investigate the presence of systemic alterations classically
attributed to aging in the context of asthma. For this purpose, male C57BL/6J mice were
subjected to an asthma induction protocol through repeated inhalation of a commercial house
dust mite extract from Dermatphagoides pteronyssinus. Our results showed an increased
secretion of pro-inflammatory cytokines not only in lung tissue but also at systemic levels,
evidenced by elevated plasma concentrations of IL-4, INFy, and IL-17A. Additionally, a
reduction in overall weight and exacerbation of anxiety-related behaviors during the social
interaction test were observed in asthmatic mice compared to the control group. These data
suggest an interconnection between asthma, systemic inflammation, metabolic alterations, and
the development of neuropsychiatric diseases. In summary, the data presented in this thesis
represent a significant effort in expanding the classical conceptualization of asthma
pathophysiology, elucidating its role in the premature promotion of different age-related

alterations, at both cellular and systemic levels.



L.3. LISTA DE ABREVIATURAS

ATM — ataxia-telangiectasia mutada.

CCL11 — Quimiocina 11 de motivo C-C.

DAMP — Padrdes Moleculares Associados a Dano.
DDR — Resposta de dano ao DNA.

DSB — Quebra de fita dupla.

FEV| - Volume Expiratério For¢cado no Primeiro Segundo.
GINA - Iniciativa Global para a Asma.

HDM — Acaro de poeira doméstica.

HRB - Hiperresponsividade bronquica.

IL- Interleucina.

INFy — Interferony.

LBA - Lavado broncoalveolar.

MEC — Matriz extracelular.

NF-kB — Fator nuclear kappa B.

OVA — Ovalbumina.

6!NK4a _ Proteina inibidora de quinase dependente de ciclina 2A.

pl
p21€"P! _ Proteina inibidora de quinase dependente de ciclina 1A.
PBMC — Células mononucleares de sangue periférico.

PCR - Proteina C-reativa.

ROS — Espécies reativas de oxigénio.



SASP — Fenotipo secretor associado a senescéncia.
SA-B-Gal - enzima -galactosidase associada a senescéncia.
SNC — Sistema nervoso central.

SUS — Sistema tnico de satde.

T2 — Tipo 2.

TAF — Focos de dano na regido telomérica.

TGF- B — Fator de crescimento transformador f.
Th — T auxiliar.

TNF-o — Fator de necrose tumoral a.

TP53 — Proteina tumoral 53.

TSLP — Linfopoietina estromal timica.

YH2AX — Histona variante da familia de proteinas H2A fosforilada.



L4. INTRODUCAO
1.4.1. Epidemiologia da asma

A asma ¢ uma doenga cronica ndo comunicavel caracterizada por hiperresponsividade
bronquica (HRB) e varidveis graus de inflamagao e obstrucao das vias aéreas (Holgate et al.,
2015). Essa condicdo exerce um impacto social expressivo, afetando aproximadamente 300
milhdes de jovens e adultos mundialmente, sendo considerada a doenga cronica mais prevalente

entre criangas na atualidade (Abbafati et al., 2020; Porsbjerg et al., 2023).

No Brasil, ha uma escassez de dados epidemioldgicos descrevendo um numero preciso
de individuos diagnosticados clinicamente com asma. Porém, estima-se que aproximadamente
20 milhdes de pessoas sejam acometidas atualmente por essa condi¢do, com graus variados de
morbidade e mortalidade entre as diferentes unidades federativas do pais (Sociedade Brasileira
de Pneumologia e Tisiologia, 2012). Tratando-se de impactos economicos e de satde publica
no Brasil, os ultimos dados registrados apontam 2.047 obitos/ano por complicagdes
relacionadas a asma no Brasil, com mais de 120 mil hospitalizagdes ¢ um custo de
aproximadamente 550 milhdes de reais para o sistema unico de satde (SUS) entre 2008-2013

(de Araujo Cardoso et al., 2017; Pitrez et al., 2021).

A maior parte das hospitalizagdes relacionadas a asma decorrem do manejo inadequado
e da falta de adesdo ao tratamento pelos pacientes. Nesse contexto, uma analise realizada em
uma amostra representativa de 400 brasileiros diagnosticados com asma e estratificados de
acordo com os critérios definidos pela Iniciativa Global para a Asma (Global Initiative for
Asthma — GINA) revelou que 9,3%, 56,5% e 34,3% deles apresentavam, respectivamente, asma
controlada, parcialmente controlada ou ndo controlada. Outros estudos também reportam dados
semelhantes, indicando que a asma sem controle adequado ¢ uma realidade para 40 a 50% dos
pacientes diagnosticados (Cangado et al., 2019; Roncada et al., 2016). Estes resultados estao

em conformidade com a literatura global, destacando de maneira contundente a complexidade
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e desafios enfrentados no manejo eficaz da asma no cendrio brasileiro (Marchioro et al., 2014;

Pitrez et al., 2021).

1.4.2. Manifestacoes clinicas e fisiopatologicas da asma

A asma caracteriza-se como uma condi¢@o patologica heterogénea, clinicamente diversa,
caracterizada pela limitag¢do variavel do fluxo respiratorio associada a inflamagao cronica das
vias aéreas. A sintomatologia da asma abrange uma ampla gama de apresentagdes clinicas e
fendmenos respiratorios, como falta de ar, desconforto toracico, tosse e presenca de sibilos
expiratorios mediante ausculta, que variam em tempo e intensidade, refletindo a complexidade
intrinseca dessa doenca respiratoria (Global Initiative for Asthma, 2023). O diagnostico da asma
¢ dificultado, ainda, pela natureza pouco especifica dos sintomas associados a ela, demandando
frequentemente a consideragdo de fatores adicionais, como a coexisténcia de eczema, rinite ou

alergia alimentar, bem como a identificagdo de antecedentes familiares (Papi et al., 2018).

Ainda, ¢ importante notar que as alteragdes fisiopatoldgicas caracteristicas da asma, como
o elevado infiltrado inflamatorio e a marcada remodelacao tecidual, impactam tanto o trato
respiratorio superior quanto o inferior, resultando em um impacto significativo sobre a
qualidade de vida desses pacientes. Esses fenotipos sdo observados mesmo em pacientes
diagnosticados com a forma leve da doenca, ressaltando a ubiquidade destas alteragdes

patologicas subjacentes ao quadro clinico da asma (Fahy, 2009; Papi et al., 2018).

O infiltrado inflamatorio expressa-se preponderante como um aumento proeminente na
quantidade de eosinofilos em amostras de escarro de pacientes com asma, tendo sido um dos
primeiros aspectos fisiopatologicos historicamente identificados da doenca (Pizzichini, 2002).
Estudos subsequentes demonstraram ainda que uma contagem elevada de eosindfilos em
amostras de escarro, sangue ou lavado broncoalveolar (LBA) correlaciona-se diretamente com

uma maior gravidade da doenca (Bousquet et al., 1990; Fahy, 2009; Louis et al., 2000).



Em alguns pacientes, no entanto, a inflamagdo das vias aéreas se manifesta com um
aumento da quantidade de neutréfilos. A predominancia de neutrofilos no escarro ¢ mais
frequentemente observada em formas mais graves da doenca ou durante crises agudas e
exacerbagdes. Apesar da heterogeneidade do processo inflamatorio na fisiopatologia da asma,
tanto o nimero elevado de neutrofilos quanto de eosinéfilos correlaciona-se com um maior
comprometimento das vias aéreas, o qual se reflete pela reducdo do Volume Expiratorio

Forg¢ado no Primeiro Segundo (FEV) (Fahy, 2009).

Ainda, corrobora a importancia do componente inflamatério na asma a eficiéncia do uso
de corticosteroides no manejo dos sintomas em uma parcela substancial dos pacientes. O uso
de corticosteroides inalatérios em baixas doses esta associado ao alivio dos sintomas
respiratorios, promovendo reducdo da broncoconstri¢do induzida por exercicio, reducdo das
hospitalizagdes e reducao do declinio da fun¢do pulmonar em pacientes com exacerbacdes (Papi

etal., 2018).

No entanto, ¢ fundamental notar que a presenca de diferentes perfis inflamatdrios parece
ser um fator determinante da heterogeneidade que define a responsividade ou refratariedade a
corticoterapia nesses pacientes. Nesse contexto, a resposta a corticoterapia ¢ notada
predominantemente em pacientes com asma eosinofilica, ou seja, com aumento relativo de
eosinofilos em amostras de escarro. Em contraposicdo, aqueles com um perfil inflamatério
distinto, marcado pela auséncia de eosinofilia (asma nao-eosinofilica), mostram-se
relativamente resistentes a corticoterapia (Fahy, 2009). A diversidade na composi¢ao
inflamatéria que permeia as vias aéreas parece ser atribuivel a mecanismos imunoldgicos

subjacentes, cuja importancia para a fisiopatologia da asma sera mais amplamente explorada

na se¢do “Asma e sistema imune” (p. 10).

Além do infiltrado inflamatério, uma parcela significativa dos pacientes manifesta

alteracdes estruturais relacionadas ao remodelamento da mucosa subendotelial do trato



respiratorio. Essas modificagdes se evidenciam por meio do acimulo de danos no epitélio
pulmonar, hiperplasia das células caliciformes, aumento da produgdo de muco, espessamento
da membrana basal, angiogénese, aumento da massa muscular lisa, bem como hiperplasia de
miofibroblastos e fibroblastos subepiteliais, contribuindo para o estabelecimento de um

ambiente pro-fibrogénico (Figura 1) (Fahy, 2015; Holgate et al., 2015; Papi et al., 2018).
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Figura 1 | Manifestacdes histologicas e fisiopatologicas da asma. A) Corte histologico de vias aéreas de um
individuo saudavel, sem asma, seguido por sua representagio esquematica (C). B) Corte histologico de vias aéreas
de paciente com asma atdpica, seguido por sua representacdo esquematica (D). Destacam-se na histologia de
pacientes com asma o espessamento da membrana basal, 0 aumento no nimero de vasos sanguineos (angiogénse),
o aumento da deposi¢do de colageno resultando em fibrose subepitelial, a hiperplasia e hipertrofia da musculatura
lisa e a hiperplasia de células caliciformes (goblet cells), responsaveis pela secre¢ao de muco (adaptado de Fahy,

2015).

O remodelamento tecidual ¢ caracterizado por diferentes alteragdes estruturais no tecido
pulmonar que incluem o aumento da deposi¢do de matriz extracelular (MEC) mediado,
principalmente, por fibroblastos. De fato, evidéncias mostram aumento da atividade de
fibroblastos em pacientes asmaticos, resultando em produgdo e secrecao elevadas de colageno,
fibronectina e do fator de crescimento transformador B (Transforming growth factor - TGF- p),
um mediador inflamatério de carater pro-fibrotico (Hough et al., 2020). Tal ¢ a importancia do

remodelamento tecidual no contexto da asma, que alguns pesquisadores argumentam que a



avaliacdo de marcadores associados a esse fendtipo poderia ser mais assertiva enquanto critério
diagnostico do que a andlise da celularidade em secregdes pulmonares. Esta abordagem ganha
destaque pela sua capacidade de identificar manifestagdes fisiopatologicas mesmo em pacientes

afetados por formas mais leves da doenga (Khalfaoui et al., 2022).
1.4.3. Asma e sistema imune

Conforme apresentado anteriormente, a inflamacao ¢ uma caracteristica proeminente da
asma e parece ser responsavel pela heterogeneidade de sintomas e pela resposta varidvel a
corticoterapia. Amostras de escarro de pacientes com asma apresentam perfis variados, com
predominio de eosinofilos ou neutréfilos, uma combinacdo de ambos, ou ainda a manutengao
da celularidade a niveis fisioldgicos (Papi et al., 2018). Nesse sentido, esforgos significativos
tém sido empregados para determinagao e caracterizacao de diferentes endotipos de asma, cada
qual apresentando padrdes fisiopatologicos moleculares e celulares distintos (Kuruvilla et al.,

2019).

A crescente relevancia na definicdo desses endotipos reside, sobretudo, nas implicagdes
significativas para o manejo terapéutico e na determinagdao de prognosticos personalizados
dentro do espectro da condi¢do asmatica (Fahy, 2015). Este aspecto ganha maior destaque na
asma grave, que representa cerca de 5-10% dos diagnosticos. Pacientes com esse perfil
apresentam sintomas refratarios a corticoterapia, mesmo em doses elevadas, resultando em uma

redugdo significativa na fung¢do respiratoria e na qualidade de vida (Kuruvilla et al., 2019).

Atualmente, a asma tem sido classificada em dois endotipos: asma tipo 2 (T2)-high e T2-
low. Esses endotipos descrevem respostas imunes distintas, mediadas por diferentes
subpopulagdes de linfocitos T CD4" ou T auxiliares (T helpers — Th), resultando em perfis
inflamatoérios singulares que frequentemente influenciam a sensibilidade ao tratamento com
corticosteroides inalatorios. Embora os mecanismos subjacentes ao endotipo T2-high sejam

mais amplamente compreendidos, a caracterizagdo do endotipo T2-/ow ainda ¢ incipiente. No
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entanto, esforcos crescentes tém sido empreendidos para elucidar os mecanismos
fisiopatologicos subjacentes a esse endotipo, visando compreender tanto o perfil inflamatério

quanto as respostas sistémicas associadas a ele (Kuruvilla et al., 2019; Papi et al., 2018).
1.4.3.a. Endotipos de asma

A asma T2-high, classicamente definida como asma alérgica, tém alta prevaléncia, sendo
observada em mais de 80% das criancas e em aproximadamente 50% dos adultos asmaticos
(Holgate et al., 2015; Papi et al., 2018). Em geral, manifesta-se primariamente na infincia em
resposta a estimulos ambientais variados, incluindo infec¢des respiratdrias ou a exposicao
precoce a material particulado e compostos pro-oxidantes, como a fumaca de cigarro. A
exposi¢do a esses agentes promove a secre¢do de citocinas pré-inflamatorias pelo epitélio
pulmonar, desencadeando uma cascata de ativacdo que culmina na diferenciagdo de linfocitos
Th2. Uma vez diferenciados, os linfocitos Th2 passam a secretar diferentes interleucinas (IL),
como IL-4, IL-5 e IL-13, cuja presenca ¢ fundamental na caracterizacdo do ambiente pro-
inflamatério dessa condigdao. Ademais, a elevagdo da concentragdo dessas citocinas promove o
recrutamento de eosinofilos para o parénquima pulmonar, resultando na eosinofilia observada

em amostras de escarro de pacientes asmaticos (Figura 2) (Kuruvilla et al., 2019).

Apesar da relevancia clinica e abrangéncia, a caracterizagao do endotipo T2-/low ainda ¢
incipiente. Nesse sentido, atualmente, a asma T2-/low caracteriza-se por um diagndstico de
exclusao, sendo definida nao pela presenga de marcadores proprios, mas pela auséncia de
marcadores associados ao endotipo T2-khigh (Kuruvilla et al., 2019). A manifestacao desse
endotipo tem sido observada com maior frequéncia em associacao a condigdes ou exposicoes
cronicas, como a obesidade, consumo de cigarro, inalagdao de poluentes ou com o avango da
idade. Nesse sentido, ela ¢ caracterizada como uma condi¢ao de inicio tardio, ndo sendo

observado comumente na populagdo pediatrica. Além disso, pacientes com asma T2-low
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tendem a manifestar formas mais graves da doenga, sublinhando a importancia clinica desse

endotipo (Peri et al., 2023).

Embora o perfil fisiopatoldgico da asma T2-/ow ainda ndo seja consensual, ¢ usualmente
caracterizado pela neutrofilia ou paucigranulocitose — associada a auséncia de eosin6filos ou
neutrofilos em amostras de escarro — e pela composicdo linfocitaria Thl e Th17 (Figura 2)
(Kuruvilla et al., 2019; Peri et al., 2023). Corroborando, Raundhal ¢ colaboradores observaram
uma maior presenca de linfocitos T CD4" Interferon y (INFy)* (associados a um perfil Thl),
bem como CD4 IL-17A" (associados a um perfil Th17), em amostras de LBA de pacientes com

asma grave em comparagao com pacientes com asma leve a moderada (Raundhal et al., 2015).

Os niveis de IL-17 também se encontram aumentados em amostras de escarro de
pacientes com asma neutrofilica, bem como em bidpsias de pulmao de pacientes com asma
grave em relacdo a individuos com asma leve ou moderada, sugerindo o envolvimento do perfil
Th17 em fendtipos caracterizados por neutrofilia e maior severidade (Al-Ramli et al., 2009;
Wei et al., 2021). Ademais, sabe-se que o papel quimiotatico sobre neutrdfilos exercido pela
IL-17 ¢ mediado pela secrecao de IL-8, a qual também se encontra elevada em secregdes
respiratorias de pacientes com asma. Adicionalmente, observou-se que maiores concentragoes
de IL-8 associam-se a dependéncia prolongada de ventilagdo mecanica em pacientes asmaticos
experenciando falha respiratdria, sugerindo seu papel no agravamento da condi¢cdo asmatica

(Ordofiez et al., 2000; Wei et al., 2021).
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Figura 2 | Caracteristicas predominantes associadas ao endotipo T2-high (asma eosinofilica) e T2-low (asma
neutrofilica. Destacam-se a esquerda a asma T2-high, de carater eosinofilico ¢ com aumento proeminente da
secre¢do das citocinas IL-4, IL13 e IL-5, acompanhado pela elevagdo da liberagao de IgE por linfocitos B. Ainda,
estdo listados outros marcadores sugestivos, porém menos estabelecidos desse endotipo. A direita, descreve-se a
asma T2-low, cuja fisiopatologia ¢ compreendida em menor grau. Destaca-se o carater neutrofilico desse endotipo,

em associagdo com a ativacdo de linfocitos Thl e/ou Th17 (Holgate et al., 2015).

Entretanto, ¢ importante ressaltar que a eosinofilia e a neutrofilia na asma nao sdo
mutuamente exclusivas, sendo frequentemente observadas respostas inflamatérias mistas
(Fahy, 2009). Nesse contexto, fica claro que, independentemente da composicdo fenotipica
celular ou humoral evidenciada pelo paciente, o processo inflamatorio expressa-se como uma
constante no quadro clinico da asma, sendo descrito de forma ubiqua entre os diferentes

endotipos. Dessa forma, torna-se evidente a importancia de ampliar-se a compreensao sobre 0s
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impactos sistémicos do processo inflamatdrio cronico observado na asma (Kuruvilla et al.,

2019).
1.4.3.b. Papel da eotaxina-1/ CCL11 na asma

Além das citocinas classicamente associadas ao fenotipo Th2, as células epiteliais
pulmonares ainda secretam concentracdes elevadas de eotaxina-1 ou quimiocina 11 de motivo
C-C (CC motif chemokine ligand 11 — CCL11) em reposta a estimulacdo exdgena durante o
desenvolvimento da asma alérgica. Nesse contexto, concentragdes elevadas de CCL11 sdo
observadas tanto em amostras de escarro quanto no plasma de criangas com asma alérgica grave

(Barbé-Tuana et al., 2021; Daldegan et al., 2005).

CCL11 ¢ uma molécula quimioatrativa central na mobilizagdo de eosinéfilos para o
parénquima pulmonar. Apesar de diferentes citocinas Th2 poderem atuar na promog¢do da
eosinofilia, CCL11 parece desempenhar papel central nesse processo (Huaux et al., 2005).
Nesse sentido, demonstrou-se que a inibicdo de CCL11 foi capaz de prevenir de forma
substancial o recrutamento de eosinodfilos para o local de ativagao em camundongos submetidos
a estimulacdo pro-alergénica, evidenciando assim o papel crucial desta quimiocina nesse
processo (Mishra et al., 2001). Adicionalmente, a elevacao dos niveis de CCL11 em biopsias
de mucosa bronquial se correlaciona com o aumento da suscetibilidade a exacerbagdes, o que
sugere a relevancia desta quimiocina também no agravamento da condi¢ao asmatica (Ying et

al., 1997).

Concomitantemente, CCL11 tem sido associado ao estabelecimento do processo fibrotico
no parénquima pulmonar, caracteristica central para o remodelamento tecidual observado em
pacientes asmaticos. Sob essa perspectiva, estudos demonstraram que a deplecao de CCL11 em
camundongos ¢ capaz de prevenir a progressao da fibrose induzido por bleomicina, destacando
assim o papel desta quimiocina na patogénese da fibrose pulmonar (Huaux et al., 2005).

Ademais, a centralidade de CCL11 na promogao de alteragdes da composicdo da MEC e no
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remodelamento tecidual no contexto da asma ¢é corroborada pela percepg¢do de que essa
molécula atua centralmente na indu¢ao da proliferagao de fibroblastos pulmonares e na inducao

da deposicdo de coldgeno nesse tecido (Puxeddu et al., 20006).
1.4.4. Envelhecimento

O envelhecimento se caracteriza pela deterioragdo progressiva da integridade fisiologica,
culminando no comprometimento funcional do organismo e no aumento da morbidade e
mortalidade. Esse declinio abrange diversos dominios do organismo, resultando em redugao de
massa muscular, comprometimento cognitivo, disfun¢do cardiovascular, diminuicdo da
capacidade pulmonar, entre outros. Além disso, o processo de envelhecimento aumenta a
suscetibilidade ao desenvolvimento de diversas doengas cronicas, incluindo cancer, diabetes,
doencas cardiovasculares e doencas neurodegenerativas, tais como Parkinson e Alzheimer

(Franceschi et al., 2018; Labarthe et al., 2016; Lopez-Otin et al., 2013).

A compreensdo contemporanea da fisiopatologia do envelhecimento concentra-se na
identificacdo de 12 marcadores distintos, denominados "Hallmarks of Aging", os quais
descrevem processos celulares, moleculares e sistémicos que respondem as alteracdes
funcionais observadas com o avango da idade. Originalmente, Lopez-Otin e colaboradores
(2013) propuseram 9 marcadores para o envelhecimento: instabilidade genomica, encurtamento
telomérico, modificagdes epigenéticas, perda de homeostase proteica, desregulacao da resposta
metabolica, disfungdo mitocondrial, senescéncia celular, exaustdo do compartimento tronco e

alteragdes na comunicagao intracelular (Lopez-Otin et al., 2013).

ApoOs anos de escrutinio, a literatura ndo apenas confirmou, mas reafirmou a importancia
desses marcadores para o processo de envelhecimento. Contudo, em uma atualizag¢do recente,
os autores propuseram a inclusdo de outros trés marcadores a essa lista, devido a crescente
percepcao da sua relevancia no contexto do envelhecimento: inflamagao crdnica, inativagao da

macroautofagia e disbiose (Figura 3) (Lopez-Otin et al., 2023). A identificacao e categorizagao
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desses marcadores assumem uma grande relevancia no panorama do estudo do envelhecimento,
propiciando uma analise mais objetiva dos mecanismos fisiopatologicos subjacentes a ele e
contribuindo para o entendimento holistico das complexas alteragdes biologicas associadas a

€SSC Processo.

Figura 3 | “Hallmarks of aging”. O esquema ilustra dos 12 marcadores do envelhecimento propostos por Lopez-
Otin (2023). Em sentido horario: instabilidade gendmica, encurtamento telomérico, modificagdes epigenéticas,
perda da homeostase proteica, inativagdo da macroautofagia, desregulacdo da resposta metabolica, disfungio
mitocondrial, senescéncia celular, exaustdo do compartimento tronco, alteragdes na comunicacgdo intracelular,

inflamagdo cronica ¢ disbiose.

1.4.4.a. Senescéncia celular

O processo de envelhecimento esta intrinsecamente relacionado ao aumento do nimero
de células senescentes em diversos tecidos, resultando em uma progressiva deterioragao

funcional e, posteriormente, na perda de funcionalidade do 6rgdo (Baker et al., 2011). A
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senescéncia celular ¢ conceitualmente definida pela parada irreversivel do ciclo celular
resistente a estimulos mitogénicos (Sharpless & Sherr, 2015). Esse fenotipo pode ser induzido
por diferentes eventos estressores, como o encurtamento telomérico associado a exaustdo
proliferativa, acimulo de dano ao DNA, alteragdes epigenéticas ou ainda ativacdo atipica de
oncogenes. Tais processos frequentemente acompanham o envelhecimento cronoldgico,
levando a compreensdo da senescéncia como um fenomeno de envelhecimento a nivel celular

(Campisi, 2013).

O fendtipo senescente ¢ comumente definido pela presenca de marcadores moleculares
que refletem alteragdes morfoldgicas e funcionais da célula. Dentre esses marcadores, estao
inclusas modificagdes na composicdo das membranas plasmaticas e nuclear, alteracdo na
composicao lisossomal, atividade elevada da enzima B-galactosidase associada a senescéncia
(SA-B-Gal), e disfungdo mitocondrial (Campisi et al., 2011; Hernandez-Segura et al., 2018).
Ademais, a ativagdo cronica de vias de resposta de dano ao DNA (DNA damage response —
DDR) frente o acimulo de insultos genotdxicos ¢ frequentemente descrita como importante
efetor desse fenotipo (Hernandez-Segura et al., 2018). Nesse sentido, em resposta a detec¢cao
de quebras em regides de fita dupla (double-strand breaks — DSB), a célula promove
rapidamente o recrutamento de proteinas cinase especificas, como a ataxia-telangiectasia
mutada (ATM), para o local da lesdo. A ativacdo subsequente de ATM leva a fosforilagao e
formacdo da histona variante da familia de proteinas H2A fosforilada (phosphorylated H2A
histone family member X — yH2AX), que atua facilitando a formacao de complexos de reparo
do DNA (D’Adda Di Fagagna, 2008), culminando no recrutamento e fosforilacao da proteina
tumoral 53 (tumor protein 53 — TP53), um regulador central da parada irreversivel do ciclo
celular associada a senescéncia (Munoz-Espin & Serrano, 2014). Nesse sentido a formagao de
YH2AX, assim como a ativagdo persistente de TP53, sdo amplamente reconhecidos como

marcadores de senescéncia celular (Hernandez-Segura et al., 2018).
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Ademais, um dos principais desfechos observados na senescéncia ¢ a alteragdo do
secretoma dessas células, que assumem um fendtipo secretor complexo e heterogéneo,
denominado fenotipo secretor associado a senescéncia (senescence-associated secretory
phenotype - SASP) (Sharpless & Sherr, 2015). Nesse sentido, o SASP caracteriza-se pela
secrecdo de citocinas, como IL-1, IL-6 e IL-8, metaloproteinases e fatores angiogénicos, que
atuam no estabelecimento do ambiente proé-inflamatorio caracteristico desse fenotipo. No
entanto, ¢ importante notar que o SASP ndo atua apenas como elemento promotor de
inflamacdo, mas também como mediador crucial dos efeitos paracrinos e sistémicos da
senescéncia, influenciando microambientes teciduais, respostas imunoldgicas e patologias
relacionadas ao envelhecimento. Dessa forma, o SASP atua como pivo na propagacao sistémica
dos efeitos da senescéncia. De fato, o acimulo de células senescentes observado no
envelhecimento cronologico, acompanhado pelo aumento da secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias caracteristicas do SASP, parece ser um fator importante no estabelecimento do
inflammaging, favorecendo o desencadeamento e a progressao de diversas doengas associadas

ao envelhecimento (Olivieri et al., 2018).
1.4.4.b. Inflamacao cronica

A inflamag¢do cronica se destaca como uma caracteristica proeminente do
envelhecimento, dando origem a um termo e campo de estudo denominados "Inflammaging".
O termo inflammaging refere-se a um estado pré-inflamatério sistémico, cronico, progressivo
e de baixo grau que € observado mesmo na auséncia de agentes infecciosos (inflamagao estéril),
estabelecendo-se gradualmente com o avango da idade. Esse fenotipo se manifesta por meio do
aumento moderado de marcadores inflamatorios como IL-6, IL-8 e proteina C-reativa (PCR),
0s quais estao associados a um risco aumentado para o desenvolvimento de doencas cronicas,
além de uma maior morbidade e mortalidade (Campisi, 2013; Franceschi et al., 2000;

Franceschi & Campisi, 2014).
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Embora a fonte exata das citocinas que constituem o inflammaging ainda nao tenha sido
completamente elucidada, a resposta parece residir na ocorréncia de um processo de
extravasamento periférico de moléculas pré-inflamatorias produzidas em tecidos perpassando
uma resposta inflamatoria local e cronica. Ilustrando esse mecanismo, pode-se tomar como
exemplo a obesidade, em que a expansdo exacerbada do tecido adiposo resulta em hipoxia. A
morte celular resultante da hipdxia local leva ao extravasamento de citocinas pro-inflamatorias
e padrdes moleculares associados a dano (damage-associated molecular pattern — DAMPs),
com consequente recrutamento da imunidade periférica para a resolu¢do do dano tecidual.
Quando o dano se torna exacerbado, as células do sistema imune ndo sdo capazes de corrigi-lo,
e passam a se acumular no tecido, amplificando ainda mais a secrecao local de citocinas pro-
inflamatorias. Com a cronicidade desse processo, essas moléculas passam a migrar em grandes
quantidades para a circulagdo periférica, estabelecendo um estado de inflammaging (Franceschi

& Campisi, 2014b; Frasca et al., 2017).

Esse cendrio ainda evidencia o fato de que, embora o conceito de inflammaging tenha
sido inicialmente elaborado para descrever um perfil inflamatorio cronico idade-dependente,
sua expressao parece se dar precocemente em associacdo com condi¢des patoldgicas. Nesse
contexto, ¢ plausivel especular que a asma, uma condi¢ao caracterizada por sua natureza pro-
inflamatoéria cronica, possa ser estudada como uma condigdo de envelhecimento precoce, com
uma manifestacao prematura do inflammaging. Corroborando, € possivel observar que citocinas
secretadas localmente no pulmao de pacientes com asma, como IL-4, IL-5, IL-8, fator de
necrose tumoral o (tumor necrose fator o.— TNF-0) e CCL11 (Konno et al., 1996; Vizmanos-
Lamotte et al., 2013), s3o também encontradas a nivel periférico em amostras de plasma
sanguineo, sugerindo a sistematiza¢ao do processo inflamatério e o estabelecimento de um
fenotipo tal qual ou similar ao inflammaging (Barbé-Tuana et al., 2021; Daldegan et al., 2005;

Huang et al., 2016; Lee et al., 2001).
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1.4.5. Papel da asma no envelhecimento precoce

Atualmente, a compreensdo do envelhecimento tem experimentado uma evolucdo
conceitual a medida que o acimulo dos marcadores tradicionalmente vinculados ao avango
cronologico da idade, tem sido observado precocemente em algumas condigdes patoldgicas.
Nesse contexto, o envelhecimento tem sido abordado sob dois paradigmas distintos: o
cronologico e o bioldgico. Enquanto o envelhecimento cronoldégico considera que todos os
individuos envelhecem a um ritmo semelhante ao longo do tempo, o envelhecimento biologico
leva em conta que alguns podem experimentar um declinio funcional precoce devido a

variagdes nos processos biologicos associados ao envelhecimento (Labarthe et al., 2016).

Sob esse prisma, € possivel tragar alguns paralelos importantes entre o declinio funcional
observado com o avanco da idade e a asma, sugerindo que essa possa ser uma condi¢do
associada ao envelhecimento precoce. Durante o envelhecimento cronoldgico, o trato
respiratorio experencia diversas alteragdes funcionais e estruturais, tais como declinio da
func¢do respiratdria, reducao do volume expiratorio forgado, remodelamento tecidual e maior
suscetibilidade a infecgdes virais (Brandenberger & Miihlfeld, 2017). Interessantemente, essas
manifestagdes encontram interseccdo importante com aquelas expressas por pacientes

asmaticos, principalmente entre aqueles com um pior manejo dos sintomas (Papi et al., 2018).

Apesar dessa proximidade funcional e fisiologica, pouco se conhece sobre os aspectos
moleculares relacionados ao envelhecimento na asma. Buscando ampliar compreensao da asma
sob a perspectiva do envelhecimento, Aghali e colaboradores demonstraram um aumento
significativo na presenca de células senescentes na musculatura lisa das vias aéreas de pacientes
idosos com asma em comparagdo com individuos nao asmaticos de mesma faixa etaria,
destacando a expressao elevada de TP53 fosforilada e da proteina inibidora de quinase

dependente de ciclina 1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 14 — p21°'*1), acimulo de focos
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de dano na regido telomérica (Telomere-associated foci — TAF) e aumento na expressdo de

diferentes elementos do SASP, como IL-6 e IL-8 (Aghali et al., 2022).

Ademais, Barbé-Tuana e colaboradores observaram redu¢ao no comprimento telomérico
em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de criangas com asma grave em
relag@o a controles atopicos, um indicativo importante de envelhecimento prematuro associado
a essa condi¢do. Observou-se, ainda, uma correlagdo negativa entre a concentragdo de CCL11
plasmatico e o comprimento dos telomeros, ou seja, maiores concentragdes periféricas de
CCL11 — molécula importante no estabelecimento da eosinofilia na asma T2-high — estavam
associadas com telomeros mais curtos nessas criangas (Barbé-Tuana et al., 2021). Logo, ¢
possivel inferir que alteragdes moleculares observadas no envelhecimento cronoldgico possam

também manifestar-se em pacientes asmaticos.

Portanto, mediante a compreensdo da asma como uma condi¢do pré-inflamatoéria, cronica
e sistémica, ¢ plausivel conjecturar que ela possa desempenhar um papel relevante na inducao

de alteragcdes compativeis com o envelhecimento precoce tanto a nivel celular quanto sistémico.
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Figura 4 | Possiveis mecanismos associados a senescéncia celular na asma. Estresse oxidativo, encurtamento
telomérico, inflamagdo cronica e disfungdo da autofagia em resposta a diferentes estimulos exdgenos, poderiam
culminar na senescéncia das células epiteliais, mesenquimais e imunes no parénquima pulmonar de pacientes
asmaticos. Uma vez senescentes, essas células poderiam promover ainda a indugdo desse fenotipo em células
circundantes, pelo meio do SASP, estabelecendo um mecanismo de retroalimentag@o positiva. Especula-se que o
acimulo de células senescentes no parénquima pulmonar contribuiria para a fisiopatologia da asma, amplificando
a inflamacg@o cronica das vias aéreas, bem como contribuindo para remodelagdo tecidual e o declinio da fungdo
respiratoria. Os autores ainda sugerem que o emprego de estratégias associadas a reduc@o do acumulo de células
senescentes, como restricdo calorica, administragdo de drogas senoliticas ou transplante de células-tronco

poderiam representar terapias promissoras no manejo da asma (Wang, Z., 2020).
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L.5. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

E amplamente reconhecido que os niveis plasmaticos de eotaxina-1/ CCL11 aumentam
significativamente tanto no contexto da asma quanto do envelhecimento cronologico, sugerindo
que essa quimiocina possa desempenhar um papel importante na interseccdo entre esses
processos. Porém, relagdes de causalidade entre a exposi¢do a CCLI11 e a inducdo de
senescéncia celular ainda ndo foram descritas. Portanto, nossa hipdtese ¢ de que CCL11 atue
como uma molécula indutora de senescéncia celular ao promover um aumento na formagao de
espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species - ROS) e consequente acimulo de dano
ao DNA, levando ao recrutamento da maquinaria de DDR e resultando na parada permanente

do ciclo celular associada a senescéncia.

Ademais, considerando a asma como uma condi¢ao associada a inflamagao cronica, nossa
hipotese se estende para sugerir que essa condi¢do resulta em um aumento sistémico dos niveis
de citocinas pro-inflamatérias compativel com envelhecimento precoce. Sugerimos, ainda, que
essas citocinas possam promover diferentes alteracdes sistémicas, especialmente aquelas
associadas a mudangas cognitivo-comportamentais € neuropsiquiatricas em modelos murinos

de asma.
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I.6. OBJETIVOS
1.6.1. Objetivo geral

Ampliar a compreensao atual da fisiopatologia da asma, investigando o impacto dessa
condicdo sobre o estabelecimento de fenotipos associados ao envelhecimento a nivel celular,

sistémico e comportamental.
1.6.2. Objetivos especificos
Capitulo 1

Investigar o papel da eotaxina-1/CCL11 na inducdo de senescéncia celular, bem como
investigar os mecanismos envolvidos no estabelecimento do fendtipo senescente em linhagem

de fibroblastos pulmonares humanos.
Capitulo 2

Explorar o papel da asma no estabelecimento de um perfil pré-inflamatorio cronico
comparavel ao envelhecimento cronolodgico e avaliar o impacto desse fenotipo sobre
comportamentos associados a ansiedade em modelo murino de asma cronica induzida por

extrato de acaro de poeira doméstica Dermatophagoides pteronyssinus.
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PARTE II
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II.1. Capitulo 1: “Eotaxin-1/CCL11 promotes cellular senescence in human-derived

fibroblasts through pro-oxidant and pro-inflammatory pathways.”

(Artigo publicado no periddico Frontiers in Immunology/ Fator de impacto: 7.3/ Qualis-

CAPES-CBII: A2.)

Justificativa: A eotaxina-1/CCL11 desempenha um papel central no recrutamento de
eosinodfilos para o parénquima pulmonar, sendo uma molécula efetora da eosinofilia na asma
T2-high. Recentemente, no entanto, CCL11 também tem sido implicada no processo de
envelhecimento, com niveis aumentados detectados no plasma de individuos idosos. Além
disso, essa quimiocina parece estar envolvida na inducdo de fendtipos associados ao
envelhecimento celular, como o encurtamento telomérico. Nesse sentido, um estudo anterior
do nosso grupo observou uma correlacdo inversa entre a concentragdo plasmatica de CCL11 e
o comprimento telomérico de células mononucleares de sangue periférico de criangas com asma
grave. Porém, apesar do seu papel na mediagdo de processos fisiopatologicos associados ao
envelhecimento, o papel do CCL11 na inducdo da senescéncia celular, bem como os
mecanismos celulares por ele ativados em células do parénquima pulmonar ainda nao sao
conhecidos. Portanto, o objetivo principal deste estudo foi explorar o papel de CCL11 no
desenvolvimento da senescéncia, bem como as vias de sinalizacdo ativadas por esta quimiocina

em linhagens de fibroblastos pulmonares humanos.
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Introduction: Eotaxin-1/CCL11 is a pivotal chemokine crucial for eosinophil
homing to the lungs of asthmatic patients. Recent studies also suggest that
CCL11 is involved in the aging process, as it is upregulated in elderly, and
correlated with shorter telomere length in leukocytes from asthmatic children.
Despite its potential pro-aging effects, the precise contribution of CCL11 and the
underlying mechanisms involved in the promotion of cellular senescence
remains unclear. Therefore, the primary goal of this study was to explore the
role of CCL11 on senescence development and the signaling pathways activated
by this chemokine in lung fibroblasts.

Methods: To investigate the targets potentially modulated by CCL11, we
performed an in silico analysis using PseudoCell. We validated in vitro the
activation of these targets in the human lung fibroblast cell line MRC-5
following rhCCL11 exposure. Finally, we performed differential gene expression
analysis in human airway epithelial cells of asthmatic patients to assess CCL11
signaling and activation of additional senescent markers.

Results: Our study revealed that eotaxin-1/CCL11 promote reactive oxygen
secretion (ROS) production in lung fibroblasts, accompanied by increased
activation of the DNA damage response (DDR) and p-TP53 and yH2AX. These
modifications were accompanied by cellular senescence promotion and
increased secretion of senescence-associated secretory phenotype
inflammatory cytokines IL-6 and IL-8. Furthermore, our data show that airway
epithelial lung cells from atopic asthmatic patients overexpress CCL11 along with
aging markers such as CDKN2A (pl6INK4a) and SERPINEL.
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Discussion: These findings provide new insights into the mechanisms
underlying the pro-aging effects of CCL11 in the lungs of asthmatic
patients. Understanding the role of CCL11 on senescence development
may have important implications for the treatment of age-related lung
diseases, such as asthma.

KEYWORDS

CCL11, eotaxin-1, senescence, fibroblasts, asthma, premature aging, lung

1 Introduction

Asthma is a chronic noncommunicable inflammatory disease
characterized by bronchial hyperresponsiveness, airway
obstruction, increased mucus secretion, chronic airway
inflammation, and extracellular matrix remodeling (1). Asthma
symptoms may include shortness of breath, chest tightness,
cough, and expiratory wheezing on auscultation (2). This
condition affected around 262 million people worldwide in 2019,
causing 455.000 deaths (3), and represents a major burden to
patients and health systems around the world.

Asthma is a heterogeneous disease with various endotypes, and
the most common one is type-2 inflammation, affecting more than
80% of children and around 50% of asthmatic adults (1, 2). This
inflammatory response is orchestrated by lymphocytes in response
to common allergens. During the sensitization phase, allergen-
specific CD4" T helper 2 (TH2) cells infiltrate and produce type-2
cytokines, primarily interleukin (IL)-4, IL-5, IL-9, and IL-13 (4, 5).
While eosinophils constitute the majority of the inflammatory
infiltrate in type-2 asthmatic patients, mast cells, neutrophils,
TH2 lymphocytes, and monocytes/macrophages are also present
(6-8), illustrating the complex inflammatory nature of asthma.

In addition to type-2 cytokines, epithelial cells play a crudal role
by secreting ecotaxin-1/CCL11, a central chemoattractant for
eosinophil homing to the lungs. This chemokine is observed in
asthmatic patients’ bronchial mucosal biopsy in correlation with
increased susceptibility to exacerbation (9) and is also increased in
plasma and sputum from atopic children (10, 11).

Furthermore, CCL11 appears to be involved in lung fibrosis, a
central feature for tissue remodeling observed in asthmatic patients,
as its depletion prevented pulmonary fibrosis in mice (12).
Additionally, CCL11 promotes proliferation and increased
collagen expression in lung fibroblasts, suggesting its role in
extracellular matrix deposition and tissue remodeling in asthma
mediated by fibroblasts (13).

Interestingly, CCL11 has been recognized as a regulator of
physiological decline in chronological aging. Plasmatic
concentrations of CCL11 are increased in older subjects (14, 15)
and associated with systemic aging, poor cognitive function, and
decreased neurogenesis (15). Moreover, elevated levels of CCL11
are observed in severe asthmatic children and correlated with

Frontiers in Immunology

reduced telomere length in peripheral blood mononuclear cells
(PBMC), an important marker of cellular aging (11).

A central feature of aging is the increased prevalence of
senescent cells in different tissues, leading to decreased function
and ultimately to organ failure (16). Cellular senescence is defined
as an irreversible cell cycle arrest even in the presence of mitogenic
factors and represents the aging process at cellular level (17, 18).

Senescence can be triggered by persistent DNA damage signals,
leading to the stabilization of tumor protein P53 (TP53) and
induction of cyclin-dependent kinase inhibitors, such as P21
(CDKNI1A), and P16 (pl6INK4a, CDKN2A). Additionally,
senescence is associated with phenotypic modifications, including
augmented cell size and nuclear area, increased B-galactosidase
activity (19), reactive oxygen species (ROS) overproduction, and the
secretion of inflammatory proteins and matrix metalloproteinases,
which constitute the senescence-associated secretory phenotype
(SASP) (20, 21).

During chronological aging, the respiratory tract undergoes
several structural and functional changes, such as decreased lung
function, declining maximal aerobic capacity, reduced pulmonary
forced expiratory volume, tissue remodeling, compromised
regeneration, and enhanced susceptibility to respiratory infections
(22). Furthermore, key senescence mediators such as TP53, P21,
and the phosphorylated histone H2AX (YH2AX), an early cell
response to DNA double-strand breaks (DSB), are upregulated in
aged lungs. These senescence-related alterations play a crucial role
in the deterioration of lung function during chronological
aging (23).

Aging lungs often experience compromised function due to the
establishment of a profibrotic environment with increased
extracellular matrix (ECM) deposition, resulting from heightened
fibroblast activation. The increased density of lung senescent cells
appears to directly contribute to aging-associated ECM changes
(23). Considering its central role in orchestrating ECM homeostasis,
senescent fibroblasts emerge as crucial drivers of tissue remodeling
and potentially contribute to the predisposition to age-related
pulmonary diseases, such as chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) (24, 25). Also, senescent fibroblasts secrete SASP
components, such as IL-6 and IL-8, contributing to the chronic pro-
inflaimmatory environment described as a central feature of lung
aging (24, 26).
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Interestingly, many of these aging features, such as decreased
lung function and airway tissue remodeling are shared by asthmatic
patients (1). Therefore, it is possible that the lung parenchyma in
asthma undergoes a process of premature aging due to increased
stress caused by inflammation and ROS overproduction, which may
result from fibroblast dysfunction (27). In this report, our main goal
was to investigate whether CCLIl, a prominent pro-aging
chemokine, is capable of inducing senescence in human-derived
fibroblasts and the role of oxidative stress and inflammation in this
process. Our results demonstrate that CCL11 induced ROS and
cytokine overproduction, leading to cellular senescence in human-
derived lung fibroblasts.

2 Materials and methods

2.1 Cell culture

MRCS is a diploid fibroblast cell line isolated from lung tissue of
a white, male, 14-week-old human embryo (HEF). MRC5 cell line
was purchased from American Type Culture Collection (ATCC,
CCL—171TM, Rockefeller, MD, USA). Cells were cultured in low-
glucose (1 g/L) Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (Gibco ™,
Waltham, USA), supplemented with 10% fetal bovine serum
(Gibco), and 1% (v/v) penicillin-streptomycin (10,000 units
penicillin and 10 mg streptomycin/mL, Sigma-Aldrich®, San
Luis, USA) at 37°C in 5% CO; humidified atmosphere incubator.
When necessary, cells were detached with trypsin (0.05% trypsin-
EDTA 1:10 in saline, Gibco), inactivated with 2:1 of DMEM low
glucose (Gibco) supplemented with 10% FBS and used for
subsequent analyses.

2.2 Treatment with rhCCL11

Recombinant human CCL11 (thCCL11, PeproTech, Waltham,
USA) was reconstituted in phosphate buffered saline supplemented
with 0.18g/100 mL of glucose, aliquoted and frozen at -80°C until
use. MRCS5 cells were seeded at 10°/mL and treated with increasing
concentrations of rhCCL11 as described for each assay.

2.3 Evaluation of reactive oxygen
species production

Intracellular reactive oxygen species (ROS) production was
evaluated using 2'-7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA,
Sigma-Aldrich). MRC5 cells were cultured in 96 well plate (10*
cells/200uL final solution) and treated for 4 or 24 hours with 100,
250 and 500ng/10°cells/mL doses of thCCL11. Cells were
resuspended in a rhCCLI1 solution diluted in Hanks" Balanced
Salt Solution (HBSS) (Sigma-Aldrich) without phenol red.
Immediately, cells were incubated in the dark with 10pM DCFH-
DA for ROS quantjﬁcation. Alternatively, cells were treated with
increasing concentrations of thCCL11 in DMEM low glucose (1 g/
L) supplemented with 10% FBS (Gibco) 24 hours before ROS
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quantification. The fluorescence generated by DCF was measured
using a 96-well microplate reader (VICTORX Multilabel Plate
Readers, PerkinElmer) at 485/535nm (excitation/emission). One
hundred twenty (120) readings were performed with 1-second
intervals between each measure in the course of 4 hours. The
results are expressed as relative fluorescence units (RFU).

2.4 Intracellular yH2AX, p-TP53 and Ki-67

MRCS5 cells were seeded in a 24 well plate until reach
approximately a 10° cells/mL density and then treated with
500ng/10°cells/mL of rhCCL11 for 2h or 24h. Cells were
trypsinized and washed twice with FACS buffer (saline
supplemented with 2% of FBS), fixed with BD Cytofix' " Fixation
Buffer (BD Biosciences, San Jose, California) for 20 minutes at 4°C
and permeabilized with BD Phosflow' " Perm Buffer I (BD
Biosciences) for 30 minutes at 4°C. Cells were washed again with
FACS Buffer and incubated with the following antibodies: Alexa
Fluor® 647 Mouse anti-H2AX (pS139) 1:200 (#560447 BD
Biosciences) and Alexa Fluor® 488 Mouse anti-p53 (pS37) 1:50
(#560282 BD Biosciences) for 30 minutes at 4°C on dark. For the
proliferation assay cells were stained with Alexa Fluor® 488 Mouse
anti-Ki-67 1:200 (#561165, BD Biosciences). Finally, cells were
washed and resuspended in FACS buffer for acquisition
(10.000 events).

2.5 Senescence-associated-f3-
galactosidase activity

MRC5 cells were seeded in a 24 well plate until reach
approximately a 10° cells/mL density and then treated with
500ng/10°cells/mL of rhCCL11 for 24 hours or 50ng/mL for 5
days in DMEM low glucose (1 g/L) supplemented with 10% FBS.
For the 5-day treatment, MRCS5 cells were exposed at day 1 to 50 ng/
mL of rhCCL11. After 3 days, 50% of the media was replaced with
fresh DMEM low glucose 10% FBS media containing rhCCL11 to
achieve a final concentration of 50 ng/mL. At day 5, the cells were
trypsinized and assessed for C,,FDG activity. Senescence-associated
B-galactosidase (SA-PB-gal) activity was evaluated using the
fluorogenic substrate C12FDG (5-Dodecanoylaminofluorescein
Di-B-D-Galactopyranoside, Invitrogen ™. For SA-B-gal activity,
cells were trypsinized and treated with 100uM of chloroquine for
Th at 37°C and 5% CO, humidified atmosphere to induce lysosomal
alkalinization. Then, CI12FDG (33uM) was added, and cells were
incubated for an additional 1h before acquisitions by

flow cytometry.

2.6 MTT Assay

Cell viability was measured by MTT (3-4,5-dimethylthiazolyl-
2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, Sigma Inc.). MRC5 were
cultured in 96 well plate (10* cells/well) and incubated with
increasing concentrations of thCCL11 in DMEM low glucose 10%
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FBS (Gibco) for 4 hours as described on section 2.3. For formazan
crystal formation quantification, cells were incubated with 0.5mg/
mL of MTT for 2 h at 37°C, lysed in dimethyl sulfoxide (DMSO,
Sigma-Aldrich) and read at absorbance A = 570 nm in a 96-well
microplate spectrophotometer (Zenyth 340r Microplate Reader)
with previous agitation.

2.7 Cytometric bead array

Cytokine secretion was measured in cell culture media 24 hours
after treatment with 500ng/10°cells/mL of rhCCL11 by Cytometric
Bead Array with the Human Inflammatory Kit (BD Biosciences)
according to the manufacturer’s instructions. Data was analyzed with
FCAP Array v3.0.1 software (Soft Flow Inc., Pecs, Hungary).
Standard curves were run in duplicate, and results were expressed
as picograms per milliliter (pg/mL). Theoretical lower limits of
detection accordingly to the manufacturer are IL-8 (3.6 pg/mL), IL-
1B (7.2 pg/mL), IL-6 (2.5 pg/mL), IL-10 (3.3 pg/mL), TNE-0t (3.7 pg/
mL) and IL-12p70 (1.9 pg/mL). When analyzing cytokine levels,
samples with values below the lower limit of detection (LLOD) were
assigned a value of LLOD divided by the square root of two. Samples
with values between the LLOD and upper limit of detection (ULOD)
were considered detectable for specific cytokines (28).

All acquisitions were made in a BD FACSCanto ™1 @D
Biosciences) with a 3-laser, 4-2-2 configuration (Violet 405 nm, Blue
488 nm and Red 633 nm). FACS data from immunophenotyping was
analyzed with FlowJo' ™ v10.8.1 (BD Life Sciences).

2.8 ELISA assay

MRC-5 cells were seeded in 24-well plate at 1x10° cells/well and
treated with 500ng/10°cells/mL of thCCL11 for 24 hours. Each well
was then washed with saline, reconstituted with new media (DMEM
low glucose 10% FBS) and incubated for another 24 hours at 37°C
and 5% CO, humidified atmosphere. Eotaxin-1/CCLI11 levels were
measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
(Human Eotaxin (CCL11) Standard ABTS ELISA Development
Kit, Peprotech) according to the manufacturer’s instructions from
100uL of conditioned media stored at -80° C.

2.9 In silico simulation of increasing CCL11
frequency of activation

PseudoCell is a software application that was developed to enable
in silico prediction of molecular interactions between proteins and
metabolites, referred to as nodes. The tool provides users with the
capability to assess the dynamics of a network’s response to
disturbances or stimuli applied to a designated target over time
(29). In this study, we employed PseudoCell to emulate the
behavior of a cell in response to increasing concentrations of
CCL11. To this end, we subjected the CCLI1 node to various
frequencies of activation, including 0% (control), 12.5% (low
expression), 25% (medium expression), and 50% (high expression).
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The network was then updated for 1,000 cycles, and the simulations
were repeated 30 times for each experimental group (n=30).

2.10 Differential gene expression (DGE) and
gene ontology (GO) enrichment analysis

Differential gene expression analysis (DGE) was performed
using a microarray dataset (GSE18965) (28) through the GEO2R
open-source interactive web tool. Were considered differentially
expressed (DE) those genes with p <0.05 after Benjamini &
Hochberg (False discovery rate, FDR) correction (29). The gene
ontology (GO) enrichment analysis for biological process and
molecular function were performed for targets that remained
differentially expressed after Benjamini & Hochberg FDR
correction through GO Consortium (30-32).

2.11 Statistics

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software Inc., LaJolla, California). Sample distribution of
each group was initially assessed using the Shapiro-Wilk normality
test. For comparisons between two groups, the Student t-test was
employed for samples with a normal distribution, whereas the Mann-
Whitney U-test was used for non-parametric samples. For analyses
involving three or more groups, the Ordinary One-way ANOVA
followed by Dunnett’s multiple comparison test was performed for
samples with a normal distribution, while the Kruskal-Wallis test
followed by Dunn’s multiple comparisons test was employed for non-
parametric samples. The presented data are expressed as median and
Interquartile Range (1QR), as specified in each figure’s description.
Significant differences were considered when P<0.05.

3 Results

3.1 In silico stimulation of CCL11 directly
promotes oxidative stress, DNA damage
and pro-inflammatory pathways

PseudoCell is an open-source regulatory network capable of
robustly simulating intricate molecular networks and forecasting
potential outcomes following disturbances to specific targets (29).
In this study, we employed PseudoCell as a guiding tool for
hypothesis formation, enabling us to identify and evaluate the
most probable targets that undergo perturbations upon exposure
to CCL11 in a complex biological system.

Upon challenging the PseudoCell software with increasing
activation frequencies of CCL11, we observed a notable alteration
in the network behavior, mainly at the “CCL11 High” group, as
demonstrated by the heatmap plot presented in Figure 1A. Notably,
increasing Node Activation Frequencies (NAF) of CCL11 induced a
dose-dependent overexpression of cytochrome b alpha (CYBA) and
beta (CYBB) chains of the protein Cytochrome b-245, responsible
for ROS formation (Figures 1B, C). These findings were further
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supported by the overexpression of superoxide at the medium and
high CCL11 stimuli conditions (Figure 1D). In addition, we
observed that the highest stimuli frequency induced remarkable
activation of two important proteins involved in DNA damage
signaling, namely the H2A Histone Family Member X (H2AX) and
the tumor suppressor protein TP53 (Figures 1E, F). Finally, the
CCLI1 activation led to a dose-dependent increase in IL6, an
essential pro-inflammatory cytokine that is known to increase
during aging and composes the senescence-associated secretory
phenotype (SASP) (Figure 1G).

3.2 CCL11 induces ROS production
in fibroblasts

Given that a hallmark of stress-induced senescence is a shift
towards a pro-oxidative phenotype, and our model predicted an
increase in oxidative stress after exposure to CCL11, we aimed to
validate these results in vitro. To this end, we treated the MRC3
human-derived fibroblast cell line with increasing doses of
recombinant human CCL11 (rhCCL11) and assessed ROS
formation. Our results showed that treatment with the highest
dose of thCCLI1 induced overproduction of ROS within 60
minutes, persisting for up to 4 hours (Figures 2A, B) (p<0.05).
However, no significant differences were observed in ROS secretion
24 hours after treatment (Figure 2C).
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3.3 Increased DNA damage signaling
induced by CCL11

To examine whether the pro-oxidative environment observed in
MRC5 after treatment with CCL11 could induce DNA damage
signaling, we quantified the phosphorylated active forms of H2AX
(YH2AX) and TP53 (phospho-TP53). Our results showed that 2
hours after treatment, there was a significant increase in the
percentage (p < 0.0001) and mean fluorescence intensity (MFI) (p
= 0.005) of yH2AX-positive cells, as well as an increase in the
percentage (p < 0.0001) and MFI (p = 0.0352) of p-p53 expressing
cells (Figures 3A, B). These findings suggest that CCL11 can activate
DNA damage signaling pathways. Interestingly, the DNA damage
response pathways were abrogated 24 hours after treatment,
implying that the machinery for DNA repair was able to restore
cellular homeostasis (Figures 3C, D).

3.4 CCL11 induces cellular senescence in
healthy fibroblasts

Since senescent fibroblasts are involved in deleterious
alterations in lung diseases, we sought to evaluate the impact of
CCL11 on cellular senescence in the MRC5 human-derived
fibroblast cell line. Our results indicate that the 24 hour-treatment
with thCCL11 led to an increase in percentage (p = 0.0481) and MFI
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(p = 0.0229) of SA-B-gal activity, a widely accepted biomarker of
cellular senescence (Figure 4A). Moreover, our findings suggest that
even low concentrations of CCL11 can sustain features of cellular
senescence after chronic exposure, as evidenced by a similar
response in SA-P-gal activity after a 5-day treatment with a ten-
times lower dose of rhCCL11 (Figure 4B) (p = 0.0194).

Additionally, we observed decrease cell proliferation,
represented by reduced Ki-67 expression, in fibroblasts treated
with thCCL11 (Figure 4C) (p = 0.0192), another important
hallmark of cellular senescence. Notably, there were no significant
differences in cell viability between groups 4 hours after treatment
with thCCL11. Decreased viability was only present on the positive
control group incubated with 100pM H,0, (Figure 4D) (p =
0.0025). Collectively, our findings provide evidence that CCL11 is
capable of inducing cellular senescence in human lung-derived
fibroblasts, which may contribute to pathological extracellular
matrix alterations in lung diseases.

3.5 CCL11 induces a pro-inflammatory
loop through SASP secretion

To deeper understand the mechanisms underlying the
mediation of the inflammatory process by eotaxin-1, we
investigated the endogenous production of CCL11 by fibroblasts
24 hours after treatment with the recombinant homologous
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veen groups with a
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chemokine. Our findings revealed a significant increase in
CCL1l1secretion by fibroblasts pre-treated with CCL11
(Figure 5A) (p<0.0001), indicating the presence of a positive
feedback loop and an amplification of the pro-senescent
microenvironment promoted by CCL11.

Additionally, we aimed to identify pro-inflammatory cytokines
recognized as components of the SASP. Our results showed
augmented secretion of IL-6 (p = 0.0005) and IL-8 (p = 0.0008)
(Figures 5B, C) in fibroblasts treated with CCL11 for 24 hours,
suggesting their involvement as key elements in the senescence
secretome. No significant differences were observed between groups
for the remaining cytokines (Figures 4D-G).

3.6 Senescent markers and fibroblast
survival pathways are observed in lung of
asthmatic patients

To establish a connection between in silico and in vitro findings
with clinical data, we conducted a differential gene expression
analysis using a microarray dataset derived from airway epithelial
cells (AECs) of children with asthma and healthy non-atopic
controls (GSE18965) (Figure 6A). Our primary goal was to
investigate the role of epithelial cells in inducing fibroblast
senescence and to explore the existence of a pro-senescent
environment within the lung parenchyma. Specifically, we focused
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on assessing whether there is an upregulation of CCL11 expression
in AEC cells, which could potentially function as the primary source
of CCL11 due to their direct interface with the lung tissue and
allergens, thereby promoting fibroblast senescence.

Our analysis revealed upregulation of eotaxin-1/CCLI11
expression in the airway epithelial cells of asthmatic patients.
Additionally, we observed increased expression of NADPH
oxidase 1 (NOX1) and ATM serine/threonine kinase (ATM),
along with decreased vascular endothelial growth factor A
(VEGFA) levels. Furthermore, pro-inflammatory markers such as
IL18, IL6R, and C-reactive protein (CRP) exhibited elevated
expression. Notably, we also identified increased expression of
serpin family E member 1 (SERPINE1) and cyclin-dependent
kinase inhibitor 2A (CDKN2A), important mediators of aging
(Figure 6B). These findings shed light on the molecular
alterations within the airway epithelial cells that may contribute
to lung fibroblast premature aging in asthma.

We further conducted a GO enrichment analysis to investigate
the primary biological processes triggered by asthma in the lungs of
asthmatic patients, which led to the identification of several
enriched pathways (Figures 6C, D). Notably, our analysis revealed
a significant enrichment of fibroblast survival-related pathways in
atopic asthma subjects, prominently including the fibroblast growth
factor receptor signaling pathway. These findings further
underscore the close interplay between lung epithelial cells and
fibroblast dysfunction in the context of asthma.
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4 Discussion

In this study, we demonstrated that eotaxin-1/CCL11 was able
to induce cellular senescence and sustain a pro-inflammatory
response within human embryonic fibroblasts through promotion
of oxidative stress-induced DNA damage. Our findings suggest that
CCL11 signaling might play a pivotal role in establishing a pro-
aging environment in the lungs of asthmatic patients, with resident
fibroblasts playing a critical role in this process.

CCL11 is a protein secreted by several cell types in the
respiratory tract, including airway epithelial cells, fibroblasts,
smooth muscle cells, and macrophages. [ts primary function in
the airways is to act as a chemoattractant for eosinophils, which can
lead to allergen-induced lung eosinophilia (1, 30, 31). Activated
eosinophils are a significant source of ROS during asthma
exacerbations. Interestingly, ROS production by eosinophils is
induced in a dose-dependent manner by CCL11, leading to
2, 33). Treating
eosinophils with CCR3 antagonists reduces ROS production,
emphasizing the role of CCL11 in promoting oxidative stress (33,
34). Our study demonstrates that CCL11 triggers ROS
overproduction also in lung-derived fibroblasts, suggesting that
this chemokine can promote a pro-oxidative environment by
stimulating multiple cellular sources in asthmatic lungs.

At cellular level, ROS can induce DNA oxidative damage,
including DNA single-strand breaks (SSBs) or double-strand

oxidative damage and lung tissue injury (3
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breaks (DBSs). To prevent the propagation of deleterious
mutations, cells employ a complex system known as the DNA
damage response (DDR). This system promotes the mobilization of
various molecular components to either facilitate DNA damage
repair or prevent cell replication by inducing apoptosis or
senescence (35).

Upon detection of SSBs or DSBs, the cell orchestrates the
recruitment of specific protein kinases such as ataxia
telangiectasia and Rad3-related (ATR) and ataxia-telangiectasia
mutated (ATM), respectively (36). Upon recruitment to the lesion
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sites, these kinases trigger the phosphorylation and activation of
H2AX, culminating in the formation of YH2AX. This activated
variant is translocated to the DNA damage sites amplifying the
DDR response (36). Moreover, DNA damage kinases are involved
in phosphorylation of TP53, a pivotal regulator of cell cyde arrest
and cellular senescence (37).

Notably, our findings support this intricate interplay between ROS
overproduction and the promotion of DNA damage in triggering
cellular senescence following exposure to CCL11. Although in the
present study we did not use inhibitors to support a direct evidence
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and causal relationship between ROS overproduction and DDR
signaling, our findings reveal a simultaneous rise in ROS levels, and
H2AX and TP53 activation through phosphorylation, in the lung
fibroblast cell line MRC-5 when exposed to CCL11. Therefore, we
hypothesize that ROS production may act as a trigger for senescence
induction by promoting DNA damage.

Moreover, the enhanced expression of ATM in airway epithelial
cells of asthmatic children provides additional evidence of DNA
damage establishment within the lungs, highlighting its pivotal role
as a stress-induced mechanism operating across diverse cell types in
the context of asthma.
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Additionally, previous studies from our group revealed that
ROS depletion by N-Acetyl Cysteine (NAC) partially prevented
YH2AX activation induced by CCL11 in PBMC, reinforcing that
ROS might play an important role in the mechanism underlying
CCL11-induced effects (29). Therefore, it seems that ROS is not
only present but essential for the establishment of a persistent DDR
leading to premature aging.

Regarding the role of CCL11 in inducing premature aging
within the context of asthma, we have shown a decrease in
telomere length in perpheral blood mononuclear cells (PBMC)
accompanied by an increased expression of eotaxin-1/CCLI1 in
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plasma samples from severe asthma patients. Intriguingly, we also
observed an inverse correlation between CCL11 levels and telomere
length, implying that high concentrations of this chemokine may
lead to telomere shortening (11). These results suggest that CCL11
may contribute to the premature aging in severe asthma patients
and highlight the importance to further elucidate the underlying
mechanisms involved on this process.

Interestingly, ROS also appears to play a pivotal role in
premature senescence mediated by telomere shortening, which
also contributes to persistent DDR (38, 39). Previous research has
demonstrated a consistent increase in the telomere shortening rate
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under increased oxidative stress (10). Additionally, antioxidant
treatments, such as ascorbic acid 2-O-phosphate and the free-
radical scavenger o-phenyl-t-butyl-nitrone, prevented premature
aging and extended the lifespan of human endothelial and fibroblast
cells (40, 41).

Further supporting the role of CCL11 in promoting cellular
senescence, we observed an increased expression of SASP markers,
exemplified by augmented IL-6 and IL-8 secretion in fibroblasts
exposed to CCLI1. These findings are consistent with previous
observations that have highlighted IL-6 and IL-8 as the primary
cytokines released by senescent fibroblasts undergoing proliferative
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exhaustion, indicating their pivotal role as mediators of SASP (42).
Notably, there are reports pointing out that CCL11 can also induce
the secretion of IL-8 and GM-CSF in bronchial epithelial cells,
suggesting its ability to promote cytokine upregulation in different
populations (43). Furthermore, our data reveals enhanced
expression of IL6R and CRP in AECs derived from atopic-asthma
patients. Interestingly, a positive correlation exists between these
inflammatory markers and CCL11 (Supplementary Figures 1F, G),
implying the potential role of eotaxin-1 as a mediator of the pro-
inflammatory ilieu observed within the lungs of individuals
with asthma.

Finally, we aimed to investigate the contribution of epitheial
cells with CCL11 production and the extent to which senescence
impacts the lung parenchyma. Specifically, we focused on
determining whether airway epithelial cells (AECs) exhibit an
elevated expression of CCLLI, potentially establishing them as a
primary source of this cytokine. Additionally, we sought to evaluate
the expression of aging markers within AECs, providing insights
into the involvement of senescence in asthma-related
lung dysfunction.

Our investigations revealed an increase in CCL11 expression in
AEC cells, implying their substantial contribution to CCLI11
secretion. Given the strategic location of AECs as intermediaries
between lung tissue and allergens, their capacity to induce fibroblast
senescence holds significant implications for lung health and
function. Furthermore, our observations unveiled the
establishment of a pro-senescent milieu in AEC of asthmatic
patients, as evidenced by elevated expressions of SERPINEI and
CDKN2A (pl16INK4a). These findings emphasize the relevance of
senescence in the context of asthma, suggesting a potential positive
feedback loop between senescent epithelial cells and fibroblasts.
This interplay may play a crucial role in the deterioration of
lung function.

Moreover, our study further explores the role of CCL11 as a
pro-aging factor in the context of asthma, as evidenced by decreased
VEGF expression in AEC of asthmatic patients. This observation
holds particular relevance due to the established link between
reduced VEGF expression and aging, which is often accompanied
by compromised angiogenesis (44, 45). Notably, our investigation
also revealed an inverse correlation between VEGF expression and
CCL11 levels, further emphasizing the role of this chemokine in the
aging process (Supplementary Figure 1E).

Furthermore, our results showed an upregulation of NOXI
expression in AEC from children with asthma, which directly
correlates with the increased levels of CCLI1 (Supplementary
Figure 1A). NOX1 is responsible for the catalytic transfer of
oxygen and superoxide and hydrogen peroxide generation. NOX-
family members are described as major cellular sources of ROS, and
NOXI-derived ROS are involved in many stress-induced outcomes,
suggesting that ROS production through NOXI could be involved
in lung tissue disfunction and senescence (46, 47). Additionally, the
heightened expression of ATM, a crucial initiator of DDR after
DSBs, associated with the positive correlation observed between
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ATM and CCL11 in AECs (Supplementary Figure 1C), further
supports the idea that oxidative stress in asthmatic lungs can induce
DNA oxidative damage.

In condlusion, our findings illustrate that eotaxin-1/CCL11 has
the capability to induce excessive ROS production in lung
fibroblasts. This, in turn, is likely to activate various DDR
pathways, which might lead to cellular senescence and the
amplification of the pro-inflammatory response. Furthermore, our
data reveal an increased expression of multiple aging markers
within AECs from atopic asthma patients, accompanied by
heightened CCL11 secretion. These observations suggest the
establishment of a pro-senescent milien that appears to drive a
premature aging process in the context of asthma, aggravated by
fibroblast dysfunction.
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Supplementary Figure 1 | Correlation between CCL11 and aging or inflammatory genes from airway epithelial
cells (AEC) of a pediatric cohort (GSE18965) (N = 16). Data are represented by Pearson’s correlation coefficient

(). Significant differences considered when P<0.05.
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I1.2. Capitulo 2: “Beyond Respiratory Impacts: Exploring Social Alterations in a House

Dust Mite-Induced Chronic Asthma Model”.

(Artigo em preparagao)

JUSTIFICATIVA: A asma apresenta-se como uma condicdo de carater pré-inflamatorio
cronico proeminente. Evidéncias crescentes sugerem que a inflamagdo sist€émica possa atuar
como um preditor importante de declinio cognitivo e desenvolvimento de condigdes
psiquiatricas como ansiedade e depressdo. Porém, existem poucos estudos voltados a
compreensdo causal entre a asma enquanto condi¢do inflamatoria e a manifestacao de alteragdes
cognitivas. Portanto, faz-se necessaria uma maior compreensao acerca do impacto da asma na

promocao de alteragdes cognitivo-comportamentais a nivel de sistema nervoso central.

41



PARTE III
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II1.1. DISCUSSAO

O envelhecimento ¢ definido como um processo universal de declinio funcional
progressivo, resultando em um aumento da vulnerabilidade do organismo (Franceschi et al.,
2000; Lopez-Otin et al., 2013). Esse fendmeno multifatorial pode ser compreendido pelo
acumulo gradual de diferentes marcadores biologicos, os quais se manifestam por meio de
alteracdes fisioldgicas e celulares que culminam na ruptura da homeostase tecidual. Nesse
cenario, consolida-se o comprometimento da capacidade do organismo de promover respostas
adaptativas responsaveis pela manutencao da resposta fisiologica sob estresse, aumentando a
predisposi¢do ao desenvolvimento de doengas associadas ao envelhecimento como cancer,
DM2, doencas cardiovasculares e doengas neurodegenerativas (A Singer, 2016; Lopez-Otin et

al., 2013, 2023).

A nivel tecidual, o principal expoente do envelhecimento manifesta-se pelo acimulo
excessivo de células senescentes. A senescéncia celular ¢ caracterizada pela perda irreversivel
da capacidade proliferativa da célula mediante estimulos mitogé€nicos e pelo estabelecimento
de um secretoma proprio. Dentre os principais marcadores da senescéncia celular estdo o
aumento da atividade da SA-B-Gal, a elevacdo da expressdao de inibidores de ciclinas como

1€™"1 "2 proteina inibidora de quinase dependente de ciclina 2A (p16™%4%) ¢ TP53, 0 aumento

p2
de tamanho celular acompanhado pela aquisicio de uma morfologia mais achatada e o
incremento na secrecdo de diversos elementos do SASP, como IL-6 e IL-8 (Campisi et al.,
2011; Hernandez-Segura et al., 2018). A senescéncia celular pode ser desencadeada por uma
ampla variedade de estimulos, como o atrito telomérico associado a exaustao replicativa, o
acumulo de dano ao DNA, disfun¢do mitocondrial, estresse oxidativo ou mesmo exposicao a

citocinas presentes no SASP, que acabam por propagar o fendtipo senescente de forma

paracrina (Correia-Melo et al., 2014; Wang et al., 2020).
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Com o avango da idade, ocorre ainda o estabelecimento de uma resposta inflamatéria
disfuncional denominada inflammaging. Esse fenotipo € caracterizado como um estado pro-
inflamatorio crdnico, sistémico e de baixo grau, que se manifesta pelo aumento basal no nivel
de diferentes citocinas inflamatorias na circulagdo, tais como IL-1B, IL-6, TNF-a. Esse
fenomeno deriva principalmente da perda da capacidade do sistema imune de manter a
homeostase mediante o acumulo de estresse (Franceschi et al., 2000). Em sua atualizagcdo mais
recente dos “Hallmarks of aging”, Lépez-Otin e colaboradores (2023) propdem a inflamagao
cronica como um marcador adicional do envelhecimento a partir da compreensio de que esta
aumenta ubiquamente com o avango da idade. Ainda, os autores propdem que a inflamagao se
estabelece como desfecho progressivo decorrente do acumulo excessivo dos demais
marcadores de envelhecimento no organismo (Franceschi et al., 2000; Holgate et al., 2015;

Lopez-Otin et al., 2023).

De fato, a inflamagao crdnica se estabelece como processo fisiopatologico subjacente ao
desenvolvimento de diversas doencas associadas ao envelhecimento, tais como doengas
cardiovasculares, fibrose pulmonar, obesidade, doencas neurodegenerativas e cancer (Campisi
et al., 2011; Franceschi & Campisi, 2014b; Frasca et al., 2017). Ademais, além de aumentar a
fragilidade do organismo, a persisténcia de um fenotipo pré-inflamatério crénico parece
desempenhar um papel central na indu¢ao e perpetuagao da senescéncia celular. De fato,
evidéncias sugerem que o acumulo de células senescentes se relaciona diretamente com o
declinio funcional observado nas condi¢des inflamatorias mencionadas anteriormente (Lopez-

Otin et al., 2023), destacando a intima relagdo entre ambos os fendomenos.

A relacao entre inflamagao e senescéncia parece representar um cenario de causalidade
ciclica, em que a senescéncia atua simultaneamente como causa e consequéncia da inflamagao.
Evidenciando essa associacdo, uma alteracdo sistematicamente observada durante o processo

de envelhecimento ¢ a hiperativacdo do complexo proteico fator nuclear kappa B (nuclear
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factor-kappa B — NF-xB). O NF-kB ¢ um fator de transcri¢do responsavel pela expressao de
uma ampla sele¢do de citocinas proé-inflamatorias, que coletivamente compdem quase a
totalidade SASP. Portanto, compreende-se hoje a ativacdo de NF-kB como um efetor central
do SASP, perpetuando a inflamag¢ao cronica associada ao envelhecimento (Hernandez-Segura
et al., 2018). Porém, além de promover o fendtipo secretor associado a senescéncia, esse

complexo também parece ser responsavel pelo estabelecimento da senescéncia per se.

Nesse contexto, Tilstra e colaboradores (2012) demonstraram experimentalmente que a
deplecdo de um alelo da subunidade p65 de NF-kB em camundongos foi capaz de postergar o
surgimento de sintomas associados ao envelhecimento, incluindo tremores, cifose, sarcopenia,
incontinéncia urinaria (sintomas associados a neurodegeneragdo), esteatose hepatica,
osteoporose, entre outros. Além disso, a inibicdo de NF-kB em fibroblastos embrionarios
murinos primarios submetidos a um protocolo de inducao de senescéncia por estresse oxidativo,
mostrou-se capaz de prevenir o acumulo de células senescentes, reduzindo a expressdao de
diferentes marcadores de senescéncia celular como YH2AX, p16™&4 ¢ a atividade da enzima

SA-B-Gal (Tilstra et al., 2012).

Interessantemente, a inflamag¢ao cronica destaca-se como elemento central na
fisiopatologia da asma, indicando que a senescéncia celular poderia representar um desfecho
importante também nessa condi¢do. Endossando essa hipdtese, constatou-se que a linfopoietina
estromal timica (thymic stromal lymphopoietin — TSLP), essencial para o estabelecimento da
resposta Th2 na asma alérgica, atua também como um indutor da senescéncia celular.
Inicialmente, observou-se que o aumento da expressao de TSLP no epitélio respiratorio de
pacientes asmaticos ¢ acompanhado pela expressdo elevada de proteinas associadas a
senescéncia, como pl16™&4 e p21€P1 a1ém da reducio da atividade proliferativa mediada por
Ki-67, cuja expressao encontra-se tipicamente reduzida em células senescentes. Objetivando

averiguar a existéncia de uma relacdo de causalidade entre ambos os fenomenos, Wu e
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colaboradores (2013) estimularam células epiteliais bronquiais da linhagem BEAS-2B com

6INK4a 1 CIP1 , C

TSLP e verificaram a inducdo de senescéncia celular mediada por pl e p2 om
aumento da atividade a enzima SA-B-Gal e reducdo da capacidade proliferativa (Wu et al.,
2013). Portanto, ¢ possivel inferir que a citocina TSLP, conhecida por desempenhar um papel
crucial no estabelecimento da asma alérgica, também atua promovendo o acumulo de células

senescentes no epitélio pulmonar.

Ainda, alguns estudos sugerem que a asma representa uma condi¢do capaz de induzir
encurtamento telomérico acelerado. Os telomeros consistem em sequéncias repetitivas de pares
de base, representadas pelo conjunto TTAGGG em humanos, localizadas nas extremidades dos
cromossomos. Essa estrutura atua na protecdo do DNA contra danos, garantindo a manutencao
da integridade gendmica. Uma caracteristica crucial dos telomeros, que os distingue como
marcadores de envelhecimento, € o encurtamento progressivo e cumulativo que essa sequéncia
em tandem sofre a cada divisdo celular, conferindo a ela o titulo de reldgio biologico. Porém,
ap6s um numero limitado de divisdes, os teldmeros atingem um comprimento critico, no qual
perdem sua capacidade de proteger o genoma contra degradacao nucleolitica. Isso resulta no
acumulo de danos na molécula de DNA e na ativacao da resposta ao dano ao DNA, levando a
interrupcao do ciclo celular e a transcricdo de genes associados a senescéncia celular

(Blackburn et al., 2015; Wan et al., 2023; Wang et al., 2020).

Examinando a asma sob a perspectiva do envelhecimento precoce, Salem e colaboradores
(2015) observaram uma reducdo no comprimento telomérico absoluto de fibroblastos
bronquiais isolados de pacientes asmaticos em relagdo a controles eutréficos,
concomitantemente ao aumento na atividade da enzima SA-B-Gal (Hadj Salem et al., 2015).
Ainda, um trabalho publicado por Kyoh et al. (2013) evidencia a ocorréncia da reducdo no
comprimento telomérico em PBMC de pacientes com asma grave, mas nao em individuos com

asma moderada ou leve, associando o grau de comprometimento telomérico com a gravidade
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da doenca (Kyoh et al., 2013). Ademais, observou-se uma associacdo entre encurtamento
telomérico e a redu¢do do fluxo expiratério maximo em criangas, sugerindo o papel do
envelhecimento celular no comprometimento funcional prematuro do tecido pulmonar

(Henckel et al., 2018).

Finalmente, em uma publica¢@o anterior, nosso grupo evidenciou a correlacdo entre o
aumento na expressdo da eotaxina-1/CCL11 — uma quimiocina central no recrutamento de
eosinodfilos para os pulmdes de pacientes com asma alérgica — e a redu¢do do comprimento
telomérico em PBMC de individuos diagnosticados com asma grave (Barbé-Tuana et al., 2021).
Esses resultados sugerem a importancia da inflamacao, manifestado pelo aumento da secre¢ao
periférica da quimiocina CCL11, no estabelecimento de um fenotipo de envelhecimento

prematuro em pacientes com asma.

Porém, apesar da crescente percepcao de que a eotaxina-1/CCL11 possa desempenhar um
papel importante como mediadora do envelhecimento, o seu protagonismo na indugdo da
senescéncia celular ainda nao havia sido descrito. Portanto, os resultados apresentados no
capitulo 1 desta tese fornecem evidéncias importantes para a elucidagao do papel do CCL11 no
envelhecimento. Nesse sentido, demonstramos que a exposi¢ao de fibroblastos pulmonares
humanos da linhagem MRC5 a moléculas de CCL11 recombinante (rhCCL11) foi capaz de
induzir senescéncia celular, evidenciado pelo aumento da atividade da enzima SA-B-Gal e pela

reducgdo da capacidade proliferativa mediada por Ki-67.

Reforcando a pervasividade do fendtipo senescente, observamos também um aumento na
secrecdo das citocinas IL-6 e IL-8, mediadores importantes do SASP, em células expostas a
CCLI11. O SASP ¢ atualmente compreendido como um fendmeno heterogéneo, variando de
acordo com diferentes programas de senescéncia ou tipos celulares. No entanto, resultados
prévios obtidos a partir da inducao de senescéncia por exposi¢ao a HoO> em células da linhagem

MRCS5 evidenciam a expressao do SASP também via secre¢do elevada de IL-6 e IL-8,
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sugerindo que essas citocinas representam a assinatura do fendtipo secretor associado a

senescéncia nesse tipo celular (Yang et al., 2018).

Complementarmente, demonstramos que a indu¢do do fendtipo senescente por CCL11
parece ocorrer mediante a liberacdo de ROS e o acumulo de dano ao DNA, expresso pela
elevacdo de YH2AX e TP53. Essa relacdo encontra plausibilidade bioldgica na literatura
vigente, a qual postula que a elevacdo na producdo de espécies reativas de oxigénio promove
alteracdes responsdveis pela ruptura da homeostase da molécula de DNA, levando ao
recrutamento de proteinas quinase especificas que culminam na fosforilagcdo e formagao de
YH2AX e TP53. A ativagdo de YH2AX e TP53 culmina na interrupgao do ciclo celular e, caso
o dano persista, pode induzir a transi¢do fenotipica para um estado de senescéncia celular

(Correia-Melo et al., 2014; D’Adda Di Fagagna, 2008b; Renaudin, 2021).

Em suma, esses dados sugerem que a exposicdo de fibroblastos saudaveis a CCL11
resulta em aumento do estresse oxidativo e acimulo de dano no DNA. Nesse contexto, a célula
desencadeia o recrutamento da maquinaria de reparo, representada por YH2AX e TP53,
podendo culminar em dois desfechos: o reparo bem-sucedido do dano, permitindo que a célula
retome sua funcdo homeostatica normal, ou o acumulo excessivo de dano, levando a
diferenciagdo da célula para um estado senescente, visando evitar a propagacao de mutagcdes e

prevenir a transformacao maligna da célula (Figura 5).

Assim, os resultados apresentados na primeira etapa desta tese oferecem evidéncias
importantes para o fortalecimento da relagdo entre inflamagdo e envelhecimento, além de
demonstrarem pela primeira vez a capacidade de CCL11 de induzir senescéncia celular em

fibroblastos saudaveis.
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Figura 5 | Mecanismos possivelmente desencadeados durante o processo de indugdo de senescéncia celular por
CCL11. yH2AX: histona variante da familia de proteinas H2A fosforilada. p-TP53: proteina tumoral 53
fosforilada. SA-B-gal: enzima B-galactosidase associada a senescéncia. SASP: fenotipo secretor associado a

senescéncia. CCL11: quimiocina 11 de motivo C-C.

Em sequéncia, a partir da observacdo de que os niveis de CCL11 estdo elevados na asma,
juntamente com a crescente compreensao do papel dessa molécula como um agente indutor de
envelhecimento celular, passamos a nos perguntar se esse fenomeno se refletiria também a nivel
sistémico. Especificamente, questionamos se a asma seria capaz de desencadear alteragdes na

funcdo cognitiva basal compativeis com um processo de envelhecimento precoce.

Nesse contexto, Villeda e colaboradores (2012) foram pioneiros na compreensao do
impacto da expressdo plasmatica de CCL11 sobre o sistema nervoso central (SNC).
Inicialmente, os autores descreveram o aumento da concentragdo plasmatica de CCL11 em
humanos e em modelo murino, correlacionando-a com o envelhecimento cronolégico. Com o
objetivo de melhor compreender o impacto dessa quimiocina sobre a homeostase encefalica, os

pesquisadores expuseram camundongos saudaveis a CCL11 recombinante. Como resultado,
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observaram que eotaxina-1/CCL11 ¢ capaz de induzir tanto alteragdes celulares, manifestadas
pelo comprometimento da neurogénese com reducdo na expressdo da proteina doublecortina,
quanto alteragdes comportamentais, expressas pelo declinio das fungdes cognitivas associadas
ao aprendizado e a memoria (Villeda et al., 2011). Esses resultados ndo apenas destacam o
papel central da CCL11 no processo de envelhecimento, mas também elucidam o impacto que

a expressao de citocinas plasmaticas pode exercer sobre a funcionalidade do SNC.

No contexto da asma, estudos recentes tém explorado o papel dessa condicdo pro-
inflamatoria cronica no desempenho cognitivo. Uma revisdo sistemdtica com meta-analise
baseada em estudos avaliando diferentes aspectos da cogni¢do em pacientes com asma revelou
comprometimento significativo no desempenho académico, funcionamento executivo,
velocidade de processamento, aprendizado e memoria em individuos asmaticos (Irani et al.,

2017).

Ademais, ¢ reconhecido que a inflamacao cronica pode desencadear alteragdes estruturais
e fisiologicas que contribuem para uma maior susceptibilidade a transtornos neuropsiquiatricos
(Bauer & Teixeira, 2019). Corroborando essa perspectiva, Ye e colaboradores (2021)
conduziram uma meta-andlise com base em estudos quantitativos sobre a prevaléncia de
sintomas associados a ansiedade e transtornos de ansiedade na populacdo asmatica. Como
resultado, os autores descrevem um risco 1,8 vezes maior para o desenvolvimento de sintomas
de ansiedade e 2,1 maior para o desenvolvimento de transtornos de ansiedade em individuos
asmaticos com comparagao com controles ndo asmaticos. Esse achado fortalece a percepcao de

que a ansiedade representa um desfecho importante no contexto da asma (Ye et al., 2021).

No entanto, avaliacdo de alteragdes cognitivas em estudos de associagdo apresenta
limitagdes, uma vez que essa abordagem envolve a presenca de numerosas variaveis
confundidoras, tais como hospitalizacdes, estressores ambientais e condigdes socioecondmicas.

A presenca desses fatores de confusdo, inerente aos estudos de coorte em humanos, dificulta o
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estabelecimento de uma relag@o causal direta entre 0 comprometimento cognitivo e a condi¢ao
patologica subjacente. Portanto, os modelos animais surgem como ferramentas valiosas na
investigacdo das relagdes de causalidade entre a fisiopatologia da asma e o comprometimento

da funcdo cognitiva.

A partir dessa perspectiva, no segundo capitulo desta tese, examinamos diferentes
aspectos cognitivos e comportamentais de camundongos C57BL/6J machos submetidos a um
protocolo de indugdo de asma por exposi¢ao ao extrato de acaros domésticos D. pteronyssinus.
Durante o teste de interagdo social, a diminui¢do na atividade locomotora e na proximidade
social sdo interpretadas como uma redu¢do na motivacdo e investigagdo sociais inatas em
roedores, sendo compreendidos como caracteristicas associadas a ansiedade (Shoji et al., 2016).
Nesse sentido, nossos resultados demonstraram uma intensificagdo dos comportamentos
associados a ansiedade em camundongos asmaticos em comparagdo ao grupo controle,
evidenciada pela maior laténcia para entrada na zona de interagao, maior tempo de imobilidade
e menor distancia percorrida em resposta a exposicdo a um camundongo nao familiar. Esses
achados representam a primeira evidéncia de alteragdes comportamentais associadas a

ansiedade em resposta a novidade social em um modelo murino de asma.

Esse achado encontra respaldo em um estudo recente, que avalia parametros associados
a ansiedade em camundongos fémea da linhagem BALB/cJ submetidas a protocolo de indugdo
de asma por ovalbumina (OVA). Os resultados demonstram que camundongos asmaticos
manifestam um aumento no tempo de permanéncia nos bragos abertos no teste do labirinto em
cruz elevada em relagdo ao grupo controle, indicando aumento do comportamento ansioso
(Antunes et al., 2022). Portanto, conjuntamente, esses resultados sugerem que a ansiedade pode

representar uma resposta cognitiva de base bioldgica importante no contexto da asma.

Conforme mencionado anteriormente, uma das caracteristicas mais notaveis do

envelhecimento ¢ a instauragdo de um perfil pro-inflamatorio cronico e sistémico, o qual se
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correlaciona com o declinio funcional de diversos 6rgaos e tecidos. Em consonancia com a
perspectiva de compreensdo da asma enquanto uma condi¢do associada ao envelhecimento
precoce, nossos resultados evidenciaram um aumento significativo na expressao das citocinas
IL-4, INFy e IL-17A no plasma de camundongos asmaticos, destacando a perpetuagdao de um

estado pro-inflamatorio sistémico também nessa condicao.

Embora o declinio cognitivo apresente-se de forma heterogénea, como consequéncia de
estressores variados, evidencias crescentes sugerem que a persisténcia de um fendtipo
inflamatorio desempenhe um papel importante no comprometimento da homeostase do SNC.
Nesse cenario, Monteiro et al. (2016) demonstraram que camundongos com nocaute de INFy
apresentam recupera¢do da neurogénese, associada com um melhor desempenho em testes
cognitivos de aprendizagem e memoria (Monteiro et al., 2016). Ainda, resultados adicionais
sugerem que a deplecao de INFy esta diretamente ligada a redugdo de comportamentos ansiosos
em diferentes testes, como condicionamento do medo contextual, ensaio de campo aberto e

labirinto em cruz elevada (Campos et al., 2014).

Em concordancia com essa perspectiva, um estudo recente revelou uma associagdo entre
a expressao elevada de IL-17 e comportamentos semelhantes a ansiedade e depressdao em
camundongos expostos a estresse perinatal cumulativo. O estudo mostrou uma expressao
aumentada de IL-17 em regides encefalicas centrais, incluindo o hipocampo, amigdala e cértex
pré-frontal. Interessantemente, a inibicao de IL-17 mostrou-se capaz de aliviar esses sintomas,
evidenciado pela redugdo no tempo gasto nos bragos fechados durante o teste de labirinto em
cruz elevado (Kim et al., 2021). O cortex pré-frontal medial e a amigdala desempenham um
papel crucial na regulagao dos comportamentos sociais (Tanimizu et al., 2017), sugerindo o
impacto funcional dessa citocina sobre o desenvolvimento de manifestagdes comportamentais

associados a ansiedade social na asma.
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Ainda, em um estudo conduzido por Lewkowich et al. (2020), utilizando um modelo
murino de asma induzida por acaro de poeira doméstica (house dust mite — HDM), foi
evidenciado o desenvolvimento de um perfil inflamatdrio periférico caracteristico da asma
grave. Interessantemente, esta resposta inflamatdria, marcada por uma combinagdo de padrdes
Th2/Th17, assemelha-se aquela observada em nosso estudo. Explorando a interposi¢do entre
inflamacdo sistémica ¢ o comprometimento da homeostase encefalica, os pesquisadores
examinaram a expressao de citocinas associadas as respostas Th2 e Th17 no tecido nervoso
desses animais, notando um aumento significativo de IL-17, porém ndo de IL-13, em
camundongos asmaticos. Notavelmente, demonstraram ainda que os camundongos expostos a
HDM, além do aumento na expressao encefélica de IL-17, também exibiam comportamentos
relacionados a ansiedade durante a fase de extincdo da imobilidade, quando submetidos a
reexposicao contextual no ensaio de condicionamento contextual de medo (Lewkowich et al.,

2020), reiterando a associagdo entre essa citocina € 0 comportamento ansioso.

Por fim, um outro estudo demonstrou que camundongos submetidos ao protocolo de
inducgdo de asma por OV A, ndo apenas exibiram exacerbacao de comportamentos associados a
ansiedade, como também apresentaram aumentos significativos nos niveis encefalicos das
citocinas pro-inflamatorias 1L-9, IL-13, eotaxina-1/CCL11 e IL-1p (Antunes et al., 2022). Ao
considerarmos esses resultados coletivamente, torna-se possivel inferir que a fisiopatologia da
asma transcende o sistema respiratdrio, perpetuando-se por meio de um estado inflamatério

cronico e disseminado que parece influenciar negativamente a homeostase do SNC.

Objetivando ampliar a compreensao acerca dos impactos sistémicos da asma, realizamos
o monitoramento do peso corporal dos camundongos submetidos ao protocolo de asma induzida
por HDM ao longo do tempo. Nossos resultados indicaram uma diminuigao progressiva no peso
corporal dos camundongos asmaticos em comparagao com o grupo controle, a partir da quarta

semana apos o inicio do protocolo. Isso sugere que a fisiopatologia da asma pode se manifestar
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ndo apenas por meio de sintomas respiratdrios e alteragdes comportamentais, mas também pela

promocao de uma redugdo global no peso corporal.

Embora esse achado pareca contraditorio ao senso comum, que frequentemente associa a
asma ao aumento de peso e a obesidade, ele estd em consondncia com a literatura. A exemplo,
um estudo avaliando asma induzida por OVA em camundongos machos C57BL/6 J revela uma
diminui¢do no ganho de peso corporal em comparagdo ao grupo controle quando expostos a
uma dieta rica em gordura. Além disso, observou-se que essa redu¢ao esta associada ao aumento
no gasto energético nesses animais, decorrente da elevacdo da taxa metabolica basal (Song et
al., 2019). Adicionalmente, evidéncias sugerem que a diminuicao do peso corporal em modelos
murinos ¢ atenuada pela administracdo de dexametasona, sugerindo que o processo
inflamatorio gerado pela resposta alérgica contribua para a perda de peso em individuos

asmaticos (Ren et al., 2021).

Em suma, esses dados sugerem que a exposicdo prolongada a HDM promove a
diferenciagdo de linfécitos Thl, Th2 e Thl7, culminando na liberagdo das citocinas pro-
inflamatérias INFy, IL-4 e IL-17, respectivamente, na corrente sanguinea. Possivelmente, a
expressao cronica e sistémica dessas citocinas resulte no estabelecimento de uma resposta
inflamatéria também a nivel de SNC, resultando na manifestagdo comportamental de sintomas

associados a ansiedade (Figura 6).

Portanto, o capitulo 2 desta tese apresenta evidéncias significativas que contribuem para
uma compreensao mais ampla acerca dos impactos sist€émicos da asma. Contrariando a
percepcao convencional da asma como uma condicao restrita ao sistema respiratorio, nossos
resultados revelam que sua fisiopatologia envolve ndo apenas manifestagdes respiratorias, mas
também um perfil pro-inflamatorio sistémico persistente, a redugdo no peso corporal global e a

exacerbagdo de comportamentos associado a ansiedade. Essas descobertas destacam a
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complexidade e a extensdo dos efeitos da asma no organismo, representando um avango

significativo para uma compreensdo mais aprofundada dessa condigao.
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Figura 6 | Mecanismos propostos para o desenvolvimento de comportamentos associados a ansiedade em

camundongos asmaticos expostos a HDM. Th: linfocitos T auxiliares. IL-17: interleucina 17. INFy: interferon y.
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II1.2. CONCLUSAO

A asma ¢ tradicionalmente reconhecida como uma condi¢do marcada pela
hiperresponsividade bronquica acompanhada por inflamagdo e obstrucdo das vias aéreas. No
entanto, as implicacdes da asma para além do acometimento respiratério ainda sdo pouco
compreendidas. Portanto, o presente estudo representa um esforco no sentido de ampliar a
percepcao da fisiopatologia da asma, com foco principalmente no papel dessa condi¢cdo na

promogao de alteragdes associadas ao envelhecimento precoce.

Nesse sentido, demonstramos pela primeira vez o papel da eotaxina-1/CCLI11, uma
quimiocina importante para o estabelecimento da eosinofilia na asma, na inducdo de
senescéncia celular em fibroblastos pulmonares humanos por meio da inducdo de estresse
oxidativo e dano ao DNA. Além disso, este estudo contribui para uma compreensao mais
abrangente dos efeitos da asma para além do comprometimento das vias aéreas, sugerindo o
estabelecimento de um perfil pro-inflamatério cronico e sistémico, associado a redugdo do peso

corporal e ao aumento de comportamentos associados a ansiedade em camundongos

submetidos ao protocolo de inducao de asma.
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I11.3. PERSPECTIVAS

Papel do CCL11 sobre a homeostase do parénquima pulmonar

1. Investigar se fibroblastos senescentes expostos a CCL11 apresentam caracteristicas
associadas ao remodelamento tecidual caracteristico da asma.

2. Awvaliar se o meio condicionado de células senescentes induzidas por CCL11 ¢ capaz de
promover a proliferagdo e ativacdo de células epiteliais alveolares de adenocarcinoma

da linhagem A549.

Impactos da asma sobre a funcionalidade do SNC

1. Investigagdo dos mecanismos moleculares envolvidos no estabelecimento de
comportamentos associados a ansiedade em camundongos submetidos a protocolo de
asma cronica induzida por HDM por meio da avaliacdo presenga de marcadores
inflamatorios (citocinas pro-inflamatérias e microgliose via expressdo Iba-1), bem
como de marcadores de senescéncia celular, como a elevagdo de YH2AX e TP53, e a
redugdo de Doublecortin (Dcx) no SNC.

3. Avaliar a presenca de CCL11 no BAL, plasma e parénquima encefalico de
camundongos asmaticos.

4. Avaliar a presenga de IL-17 no parénquima encefalico de camundongos asmaticos.

5. Investigar se IL-17 promove o aumento de marcadores associados a ativacdo e

senescéncia em células da linhagem microglial murina BV-2.
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