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Kasahara DI. f-agonista como imunomodulador da resposta inflamatéria
pulmonar croénica induzida em camundongos sensibilizados com
ovoalbumina [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2004. 103p.

Estudamos o efeito do tratamento com salbutamol em dois regimes: diério
(DS) e administrado a intervalos de 96 horas (IS) em camundongos balb/c
sensibilizados com inje¢des intraperitoneais de uma solucdo de ovoalbumina
(OVA) adsorvida em hidroxido de aluminio, e desafiada com inalacdes de
ovoalbumina a 1%. O grupo controle SAL recebeu injecdes i.p. de salina e
desafios inalatérios de sallina. A partir do 34° dia, os animais OVA foram
tratados com salbutamol via inalatéria 10 mg/ml durante 15 minutos nos dois
regimes descritos. Os animais foram sacrificados no 60° dia, que
corresponde a 48 horas apds o Ultimo desafio antigénico. Apds os
camundongos serem anestesiados com pentobarbital sédico via i.p., eles
foram traqueostomizados e entubados e sacrificados com seccdo da Aorta
abdominal. Entédo, procedeu-se com a coleta do lavado broncoalveolar para
a gquantificacdo de leucocitos. Coletamos os tecidos pulmonares para a
avaliacdo do processo inflamatério por quantificacdo de células
linfomononucleares (LMN) e eosinofilos EPO+, essa ultima com marcacao
citoquimica. Além disso, estudamos a influéncia do tratamento adrenérgico
sobre o IgE anafilatico. O modelo de inflamac&o (grupo OVA) produziu
significativo aumento do numero de células totais, de eosindfilos e de
neutrofilos observados na avaliacdo de lavado broncoalveolar. Além disso,
houve nesse grupo processo inflamatorio na parede de vias aéreas,
caracterizada por um infiltrado linfomononuclear e com presenca de
eosinofilos. O nosso processo de inducdo de inflamagcdo também recrutou
eosinofilos para o septo alveolar. O tratamento com salbutamol diario
produziu uma queda significativa do processo inflamatério no BAL,
principalmente de neutrofilos e eosindfilos, enquanto que o tratamento
intermitente produziu reducdo significativa apenas de neutréfilos. O
tratamento com salbutamol a cada 96 horas (IS) promoveu uma queda
significativa de células LMN quantificadas no septo alveolar, mas nao
atingindo valores do grupo salina (NS). Ambos os tratamentos com
salbutamol produziu reducédo significativa de células EPO+ no parénquima
pulmonar (P<0,05). Apesar das alteracdes no processo celular, o salbutamol
nao influenciou na expressao de anticorpos IgE anafilaticos a OVA. Assim,
podemos concluir que o salbutamol apresenta atividade imunomoduladora,
observada por redugdo de eosindfilos no BAL e no parénquima pulmonar,
apesar de nao atingir valores semelhantes aos animais do grupo salina.

Descritores: albuterol, ovalbumina, camundongos balb/c, inflamacéo, liquido
de lavagem broncoalveolar e eosinofilia pulmonar



Kasahara DI. f-agonist as immunomodulator of chronic lung inflammatory
response induced in mice sensitized with ovalbumin [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Séao Paulo”; 2004. 102p.

We studied the effects of salbutamol treatment in two regimen: diary (DS)
and at interval of 96 hours (I1S) in ovalbumin sensitized (OVA) balb/c mice.
The control group (NS) received i.p. injections and aerosol challenge with
normal saline. Starting at day 34 the OVA animals were treated with 10mg/mi
salbutamol by inhalation during 15 minutes per day in both regimen: DS and
IS. The mice were sacrificed at day 60 that corresponded the fourthly eight
hours after last OVA and/or salbutamol exposure. At experimental day, mice
were anesthetized with i.p. injection of sodium pentobarbital,
tracheostomized, entubed and the abdominal aorta sectioned. We followed
with collecting of bronchoalveolar lavage (BAL) and lungs to histopathology
studies. In the BAL, total cells and differential leukocytes were quantified,
while in the lung sections, the EPO* and LMN in airways wall and
parenchyma septa were evaluated. Also, we sampled the blood to evaluate
the effects of salbutamol on anaphylactic IgE antibodies expression. The
inflammatory model (OVA animals) produced a significant increase of BAL
total cells, BAL eosinophils and neutrophils, and LMN cells and EPO"
eosinophils in the airways and in the parenchyma. Diary salbutamol
treatment decrease significantly BAL eosinophils and neutrophils, while the
IS group showed a diminution of BAL neutrophils and LMN cells in the
alveolar septum. Both salbutamol treatments produced significant decline of
EPO" cells in the lung parenchyma. Despite the changes in the cellular
patterns, the salbutamol did not affect the IgE antibodies expression. So, we
can concluded that salbutamol present an immunomodulatory activity
observed by reduction of eosinophils in the BAL and lung parenchyma, but
did not achieve the values of saline control group.

Keywords: albuterol, ovalbumin, balb/c mice, inflammation, bronchoalveolar
lavage, and pulmonar eosinophilia
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1.1. ASMA

A asma, uma doenca de vias aéreas, ja era descrita pelos antigos
egipcios ha mais de 3500 anos atras nos papiros de Eber. Essa doenca
aparece em lliada, de Homero, e o nome até hoje utilizado foi adotado por
Hipdcrates, que em grego significa doenga de respiracdo penosa ou pouco
félego. O tratamento preconizado para a asma era a administracdo de um
indutor de excreg¢ao de catarro, que consistia de uma mistura de livanoton
com vinho doce e alousia (cocgado de cinzas fervidas). Outros sugeriam o
uso de katapotia, um decocto de uma espécie de pinhdo misturada ao mel.
Os médicos bizantinos utilizavam katapotia feita a partir de varias
substancias quimicas como lythargyros, cobre, pedra persa e raizes de

diversas plantas (Ramoutsaki et al., 2002).

Sabe-se que, em 1190, Moses Maimonides escreveu o primeiro tratado
médico sobre a asma para o Principe Al-Afdal, denominado De Regimine
Sanitatis ad Soldanum Babyloniae (Regime de Saude para o Sultéo
Babilénio), recomendando para o seu tratamento o consumo de sopa de

galinha e abstinéncia sexual (NIH).

Em 1698, Sir John Floyer escreveu um tratado de asma (Treatise of the

Asthma), que separou essa doencga de outras causas de dispnéia. Algumas
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décadas depois, o médico Inglés Henry Hyde Salter descreveu
detalhadamente a patologia das asma em On Asthma: Its Pathology and
Treatment (Sobre a Asma: Sua Patologia e Tratamento), baseado em
cuidadosas observagdes dos sintomas e das sensagdes dos pacientes,
dessa forma incentivando outros médicos a utilizarem-se do exame fisico,
além da historia clinica no diagndstico da asma, e o uso de belladona no seu

tratamento (NIH).

O inicio do tratamento moderno surgiu com a extracdo de adrenalina das
glandulas supra-renais por John Abe e Jokichi Takamine entre 1899 e 1901.
Em 1946, von Euler isolou e demonstrou que a adrenalina metilada
(noradrenalina) era o principal neurotransmissor simpatico (Bannett, 1999;
NIH). Apesar disso, um dos primeiros medicamentos broncodilatadores foi a
base de efedrina, extraida da Ephedra mahuang (Ephedra vulgaris), muito

utilizada pelas medicinas tradicional e milenar chinesa.

A asma, segundo o NIH, é definida como: “uma doenga inflamatéria
crbnica de vias aéreas, na qual diversas células e seus elementos participam
do processo, em particular, os mastocitos, os eosindfilos, os linfécitos T, os
macrofagos, o0s neutrofilos e as células epiteliais. Em individuos
susceptiveis, essa inflamagdo causa episodios recorrentes de chiado,
dispnéia, aperto toracico e tosse. Esses episodios sdo associados a uma
ampla, mas variada, obstrucdo ao fluxo de ar, geralmente reversivel

espontaneamente ou apos tratamento. Essa obstrugdo, também esta


http://www.nlm.nih.gov/hmd/breath/sitemap/sitemap.html
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associada a existéncia de hiper-responsividade a uma variedade de

estimulos” (NIH, 1998).

A mortalidade devido a asma tem caido nos ultimos anos nos Estados
Unidos da América, como foi relatado em um estudo publicado recentemente
(Sly, 2004). Essa pesquisa mostra que houve aumento da mortalidade entre
1977 e 1994. Entretanto, houve reducdo, em 2000, para 1,6 casos por
100.000, possivelmente por melhora do tratamento dessa doenga (Sly,
2004). Em um estudo realizado no Brasil entre 1993 e 1995, observou-se um

aumento do diagndstico de casos fatais da doenca de 1 para 1,165 (Rio et

al., 2003). Shafazand & Colice (2004) relatam que apesar da queda da

mortalidade por asma, a prevaléncia que havia caido 6% entre 1997 e 1999,
e aumentado em 25% no ano de 2001, concluindo que, apesar da queda da
mortalidade, é prematuro dizer que a epidemia da asma chegou ao fim nos

Estados Unidos (Shafazand & Colice, 2004).

A asma causa um grande impacto socio-econémico. Stevens et al. (2003)
estudaram o impacto econémico da doenga em criancas em idade pré-
escolar e observaram que no Reino Unido, os custos de atendimento dessas
criangas por causa dos sintomas da asma eram de 2,6 milhdes de libras

esterlinas (Stevens et al., 2003).
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1.2. FISIOPATOLOGIA DA ASMA

O processo fisiopatologico da asma, bem como a sua intervencao
terapéutica, tém sido amplamente estudados nas ultimas décadas, com o
intuito de reduzir a morbidade e a mortalidade dessa doenga que pode ser
incapacitante, trazendo prejuizos pessoais e profissionais aos seus

portadores.

Sabemos que a asma é desencadeada principalmente por exposi¢cao
alergénica a antigenos provenientes de diversas fontes. Entre eles, podemos
destacar aqueles relacionados as baratas (Blatella germanica e Periplaneta
americana), acaros (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae e Bromia tropicalis), animais domésticos, pdlen e a compostos
quimicos irritantes como perfumes, solventes organicos, pesticidas e metais.
Entretanto outros fatores externos como a exposicao ao ar frio, o uso de
antiinflamatorios nao-esteroidais (acido acetil-salicilico), o exercicio fisico e
fatores emocionais também podem desencadear ou agravar uma crise de

sintomas de asma (Pereira et al., 1998; NIH, 2002).
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O mecanismo inflamatério da asma tem sido aprofundado nos ultimos
anos, havendo participagcao fundamental das seguintes células inflamatérias:

mastocitos, eosindfilos e linfécitos Th2 (Kay, 1991).

As caracteristicas histopatolégicas do processo inflamatério da asma
consistem no aumento de permeabilidade vascular, formagcao de exsudato
(edema) e afluxo de mastdcitos, macrofagos, neutrofilos, linfécitos e,
predominantemente eosindfilos, do compartimento intra para o extravascular
(Kay, 1991), além de hipersecrecdo de muco, descamacao da superficie
epitelial, uma importante produgdo de anticorpos anafilaticos (IgE e IgG) e
presenca de mediadores inflamatérios como interleucinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-
12, TNF-a e INF-y), neurocininas e 6xido nitrico (NO), dentre outros (NIH,
1998). Estes mediadores inflamatérios, principalmente histamina, podem
levar a formacao de edema perivascular e peribronquico, recrutando células
inflamatdrias, principalmente eosindfilos, para a parede da via aérea,
podendo ocasionar modificagdes irreversiveis na estrutura tecidual dos
pulmdes, como o espessamento da membrana basal, hiperplasia e
hipertrofia da camada muscular lisa peribronquica, produzindo um fenébmeno
conhecido como remodelamento das vias aéreas (NIH, 1998; Bousquet et

al., 1999).

Atualmente, sabe-se que a molécula de adesao intracelular | (ICAM-I)
tem um papel critico no processo de quimiotaxia de linfécitos T para o local

da inflamacdo em asmaticos, com o aumento da sua expressdo no lumen
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das vias aéreas de asmaticos (Stanciu & Djukanovic, 1998). Ainda foi

observado que a ICAM-I também esta envolvida no processo de
recrutamento de eosindfilos, no modelo de inflamagao pulmonar induzida por

ovoalbumina (OVA), em camundongos (Chin et al., 1998).

Stampfli et al., em 1999, relataram que a interleucina 10 (IL-10) tem
capacidade de alterar a resposta alergénica a OVA, promovendo a redugao
do recrutamento de células inflamatérias, possivelmente por meio da inibigdo

do fator estimulador de colbnias de granul6citos-macrofagos (GM-CSF).

Uma vez ativado os receptores FceRI pela IgE alérgeno-especifico na
superficie dos mastdcitos, ha a degranulagéo por essa célula de substancias
pro-inflamatérias constituidas principalmente de histamina, PGD, e LTC,4

(Barnes et al., 1998; Oettgen & Geha, 1999). Atualmente, sugere-se que o

antigeno seja capturado pela IgM de superficie dos linfocitos B, internalizado
e expresso por uma molécula de histocompatibilidade principal (MHC), de
classe Il, e apresentada para o receptor de linfécitos T (TCR). Esse processo
ativara a expressao de CD40L (ligante de CD40), que ira interagira com o
CD40 do linfocito B e promovera a ativagado da molécula STAT2 (Transdutor
de Sinal e Ativador de Transcri¢gao 2), além de aumentar a expressao de B7,

que ligando-se ao CD28 do linfécito T, ativara a expressao de IL-2 e IL-4

(Oettgen & Geha, 1999). A ativagcao concomitante de CD40-CD40L e de IL-

4R (receptor de IL-4) promovera a expansao clonal de linfocitos B e
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desencadeara o “switch” para o isétipo IgE, promovendo aumento de

producao desse anticorpo especifico ao antigeno responsavel pela ativagéao

dessa resposta (Oettgen & Geha, 1999).

A ativacdo dos linfocitos T é dependente da captagcdo do antigeno pelos
macrofagos ou pelas células dendriticas, ambas células apresentadoras de
antigenos (APC). Estas apresentam o antigeno ao TCR por meio de um
peptideo MHC de classe Il. Sabe-se que a diferenciagcao do linfocito T para o
fendtipo Th1 ou para o fendtipo Th2 dependera da citocina secretada pelas
células apresentadoras. Para a polarizacdo Th2, além da apresentacdo do
antigeno, a célula apresentadora devera estimular os linfécitos com IL-10,
consequentemente ativando a cascata do STAT4. Entretanto, para a
polarizacdo para o fendtipo Th1, € imprescindivel a presenca de IL-12, a

qual é bloqueada por histamina, prostaglandina E2, 2-agonista ou mesmo

pelo 6xido nitrico (Sinigaglia & D"Ambrdsio, 2000).

Nos modelos de camundongos, os mastdcitos possuem papel
fundamental no controle do recrutamento de eosindfilos através da GM-CSF,
IL-3, IL-4 e IL-5, observada por uma significativa redugdo do numero de
eosinofilos recuperados no lavado bronco-alveolar e na atividade de EPO
(peroxidase eosinofilica) em camundongos deficientes de mastdcitos
(WBB6F1/J-W/W"), comparados ao grupo controle (WBB6F/J-W/W™), ambos

sensibilizados com OVA (Kung et al., 1995).
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A asma possui duas fases apos o desafio alergénico, que ja estdo bem
caracterizadas. A fase imediata € onde ocorre ativagdo de mastécitos e
outras células inflamatérias como o macrofago, dependente da reacgao
especifica IgE-antigeno nos receptores FceRI de alta afinidade (Barnes et
al., 1998; Bousquet et al., 2000). Nessa circunstancia ha uma degranulagéo
de conteudos de mastocitos como explicado anteriormente, além da
secre¢cao de outros mediadores pro-inflamatérios como eicosandides e
espécies reativas de oxigénio. Do ponto de vista histopatdgico, podemos
observar nesta fase inicial, ou também chamada de resposta primaria,
extravasamento dos capilares, formando edema na parede de vias aéreas e
de vasos periféricos a via aérea, além de uma contragdo do musculo liso
presente em brénquios e bronquiolos, formando pregueamento do epitélio
das vias aéreas, e dessa forma reduzindo a area do lumen. Junto a isso,
observa-se uma reducgao do “clearance” mucociliar e aumento da sintese de
muco, contribuindo também para a obstrugao (Barnes et al., 1998; Bousquet
et al., 2000). Consequentemente, o paciente apresenta dispnéia, uma
condutancia de vias aéreas reduzida e pode apresentar, nos casos mais
graves, cianose e parada cardiorespiratoria (Barnes et al., 1998; Bousquet et

al., 2000).

Na fase tardia, ou também chamada de resposta secundaria, ou
especifica, ha o recrutamento de células inflamatérias ao local da
inflamacado, e a secrecao de seus mediadores pré-inflamatoérios. Esta fase

ocorre apds 3 a 4 horas do estimulo alergénico, com um pico que varia de 8
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a 12 horas e a duragao, muitas vezes, ultrapassa de 12 horas (O'Byrne et
al., 1987). Nesta fase ha ativagao de eosindfilos, linfocitos CD4+, basdfilos,
neutréfilos e macréfagos (Bousquet et al., 2000). A principal célula que
orquestra a inflamacgao é o linfécito T CD4+. A sua ativagao, o polariza para
o fendtipo Th2, quando citocinas caracteristicas desse fendtipo sao
secretadas de forma a se ter uma resposta mais persistente. Observa-se
nesta fase aumento de interleucina (IL)-2, IL-5 e GM-CSF (Bousquet et al.,
2000). Além disso, a expressado de quimiocinas como RANTES (Regulado
sob ativacao, expresso e secretado pelos linfocitos T), CCR3 e a eotaxina,
além das citocinas, recrutam eosindfilos para a parede de vias aéreas
(Barnes et al., 1998; Rothenberg, 1999; Bousquet et al., 2000; D’Ambrésio et

al., 2001).

Na inflamacao crbnica provocada pela asma, observam-se alteracbes
histopatolégicas que podem ser responsabilizadas pela obstru¢cao das vias
aéreas. No material obtido de asmaticos apos O6bito, observou-se dano
epitelial, com descamacdo do mesmo, muitas vezes notando-se os
corpusculos de Creola (agrupamentos das células do epitélio das vias
aéreas). A descamacao epitelial promove maior sensibilidade e reatividade
da superficie de vias aéreas aos agentes constritores (Barnes et al., 1998).
Também evidenciou-se o espessamento da membrana basal (lamina
reticularis), que pode contribuir aumentando a rigidez da parede de vias
aéreas, auxiliando em maior resposta na mecanica respiratoria da asma

(Barnes et al., 1998).
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Atualmente, muito se fala da relagcdo da inflamagao de vias aéreas e o
processo de remodelamento das mesmas, tentando-se uma associagao as
modificagdes de mecanica respiratéria da asma, caracterizada pela

obstrucao de vias aéreas.

Desconhece-se o papel dos neutrdéfilos na asma, mas sabe-se que assim
como os macroéfagos, estas células tém capacidade de fazer fagocitose e
expressar antigenos junto aos peptideos de histocompatibilidade principal.
Os neutrofilos tém a capacidade de secretar citocinas pré-inflamatérias como
o TNF-a e a IL-8, que sao potentes quimioatratores neutrofilicos (Xiu et al.,
1995; Page et al., 1999). Além disso, estas células podem produzir produtos
reativos de oxigénio e elastases, ambas participando para aumentar a leséo
de vias aéreas e induzir o processo de remodelamento das mesmas (Lindén

& Adachi, 2002), algumas vezes com estimulo proliferativo do musculo liso

(Huang et al., 2004).

No caso dos eosindfilos, seu papel na asma foi amplamente estudado. O
eosinodfilo, uma célula polimorfonuclear é produzida na medula éssea através
do seu precursor mieloblasto, que diferencia-se em pré-mieldcito eosindfilo e
mieldcito eosindfilo (Junqueira & Carneiro, 2004). A sua produgdo é
regulada por varios fatores de crescimento, entre eles a IL-3, a IL-5 e 0 GM-

CSF (Clutterbuck et al., 1989). Essa célula pode ser dividida em duas sub-

populagcdes em relacdo a presengca de peroxidase, ou seja, uma delas
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armazena EPO (peroxidase eosinofilica) e a outra ndo. A linhagem EPO
negativa armazena somente a Proteina Catidénica Eosinofilica (ECP) e a
Proteina X Eosinofilica/Neurotoxina Derivada de Eosindfilos (EPX/EDN).
Enquanto isso, os granulos de EPO sao pesados e apresentam também a

MBP (Proteina Basica Principal) (Venge, 1998).

Os eosindfilos expressam também espécies reativas de oxigénio, embora
nao tao eficientes como os neutrofilos, além de produzirem prostaglandinas
(PGE2), leucotrienos (LTC4) e fator ativador de plaquetas (PAF). Os
granulos eosinofilicos apresentam enzimas como a gelatinase, a
arilsulfatase B, a histaminase e a outras enzimas com atividade fosfolipase,
cujas fungdes ainda nao estado claras (Bradley et al., 1991). Estas células
também expressam citocinas com atividade proé-inflamatéria como IL-2, IL-6,

IL-8, TGF-a, TGF-g e GM-CSF (Bradley et al., 1991; Venge, 1998).

A EPO, é uma proteina com massa molecular total de 67kDa, duas
cadeias, sendo a leve com massa de 15kDa e a cadeia pesada com massa
igual a 52kDa. A peroxidase, junto ao tiocianato, haletos e perdxido de
hidrogénio, constitui um potente agente citotoxico com capacidade de matar
parasitas, mas também pode aumentar a permeabilidade microvascular.
Observou-se que a EPO também pode promover a liberagdo de histamina
dos mastécitos e causar agregacgao plaquetaria (Yoshikawa et al., 1993). A
EPO junto a MBP pode agir como um indutor autécrino da degranulagéo

eosinofilica, aumentando a expressao de IL-8 e, consequentemente,



12

Tese de Doutorado David Itivo Kasahara

promovendo o recrutamento de outros eosinéfilos (Venge, 1998). E obvio
que nao podemos esquecer da eotaxina, membro da familia das quimiocinas
CC, que possui papel essencial no trafego de eosinodfilos do intravascular,

atravessando o endotélio, para a mucosa (Rothenberg, 1999).

Hoje, acredita-se que a asma também seja uma doencga de pequenas
vias aéreas. Conseguiu-se demonstrar, em estudos experimentais, sua
contribuicdo em até 20% da resisténcia total (Macklem, 1998). A principal
diferenca entre essas vias aéreas e as grandes € a area de secgao
transversa, que é maior nestas ultimas. Considerando que o fluxo € mantido
constante em toda a via aérea, como a velocidade € dependente da area
transversa e € menor nas pequenas vias aéreas, nelas encontramos um
fluxo laminar pleno, enquanto que nas grandes vias aéreas, a velocidade é
bem maior, podendo ocorrer turbuléncias (Macklem, 1998). Além disso, é
possivel observar uma ‘linha” liquida na superficie das pequenas vias
aéreas com caracteristica surfactante com baixa tensdo superficial,
prevenindo-as de fecharem a um reduzido volume pulmonar (Macklem,

1998).

Neste nivel das vias aéreas, ha alteragbes semelhantes a aquelas
observadas em vias aéreas maiores, como ja descrito, onde se vé
inflamacado extensa com caracteristica eosinofilica, além de mudancgas
estruturais da parede, com dano ao epitélio e espessamento da lamina

reticular. Pode-se ter, também, formacdo de rolha de muco no lumen,
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proveniente das glandulas secretoras (Roche, 1998). Kuwano et al. (1993) e
Carrol et al. (1996) relatam aumento na camada muscular dos bronquiolos
de pacientes asmaticos, que juntamente as alteragdes descritas, pode
participar no processo de responsividade brénquica e na persisténcia dos
sintomas da asma. Em estudo conduzido com bidpsia de 16 pacientes
asmaticos, observou-se a presenca macica de eosinofilos MBP positivas e
linfécitos T, em vias aéreas com didametro menor ou igual a 2mm,
comparadas as vias aéreas centrais do mesmo paciente, sugerindo que a
gravidade da asma é dependente da localizagao do processo inflamatério
eosinofilico, corroborando para a teoria na qual as pequenas vias aéreas sao
as responsaveis pela obstrucdo na asma (Hamid et al., 1997). Tal resultado
demonstra uma implicagdo tanto para o diagnostico, quanto para a
terapéutica do processo inflamatério, pois os corticosterdides inalatérios nao
conseguem alcancar essas pequenas vias aéreas, reduzindo a eficiéncia do

tratamento antiinflamatério (Hamid et al., 1997).

1.3. ASMA E A HIPER-REATIVIDADE

Inicialmente, é importante deixar claro que hiper-reatividade é diferente
de sensibilidade. Uma pessoa ou animal € hipersensivel, quando ha um sinal
ou sintoma iniciado por uma exposigdo a um estimulo alergénico ou
farmacolégico, em dose tolerada por uma pessoa ou animal normal

(Johanson et al., 2004). Enquanto que a hiper-reatividade é a associagao da
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hipersensibilidade com o aumento da resposta maxima observada. Tais
parametros mensurados poderiam ser sintomatolégicos (por exemplo,
freqiéncia de tosse ou de dispnéia) ou fisiolégicos (por exemplo, volume
expiratorio forgado, resisténcia das vias aéreas, complacéncia pulmonar,

etc).

O processo de hiper-responsividade de vias aéreas esta diretamente
relacionado com a contragdo da camada muscular dessas estruturas, cujas
alteragdes, como aumento da massa ou da contratilidade dessas fibras
musculares, podem resultar em exacerbacdo da resposta, quando
comparada a sujeitos normais, observada por doses menores de agentes
constritores. Além disso, o processo inflamatério e a hiperplasia das
glandulas secretoras de muco, principalmente das células caliciformes, irdo
aumentar a secrecdo de muco, além do recrutamento de células
inflamatdrias para o lumen. Esses fatores intrinsecos e extrinsecos resultam
em obstrucdo do lumen das vias aéreas, observada pelos sintomas de
dispnéia, de cianose e de chiado toracico, além de alteracbes das

propriedades mecanicas pulmonares (Solway & Fredberg, 1997; Liu et al.,

1998).

Uma das formas de se mensurar essa hiper-responsividade é por meio
da coleta de dados fisiolégicos, no caso de valores de fungdo pulmonar em

humanos, e de avaliagdo da mecanica do sistema respiratorio em
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experimentos animais. Em ambos casos € licito o uso de agonistas bronco-

constritores.

O uso do teste de reatividade brénquica induzida por broncoconstritores
nao alergénicos, como a metacolina e a acetilcolina, sdo extremamente uteis
para avaliar o grau de contragdo e a responsividade da camada muscular
das vias aéreas, enquanto que a histamina ou o leucotrieno avaliam se a

resposta alergénica esta exacerbada.

Dentre os agentes broncoconstrictores, o uso da metacolina, um analogo
Fmetilado da acetilcolina para estabilizar a molécula, é o mais difundido
para as atividades de pesquisa do tbnus da via aérea. Fowler et al. (2000)
descrevem o uso de metacolina e AMP para estudar a relagdo da gravidade
da asma e os gendtipos do receptor f-adrenérgico, mostrando a existéncia
de uma relagdo entre a glicina presente no cédon 16 e o aumento da
resposta a metacolina. Os autores deste trabalho concluem que existe uma
possivel relacdo entre a responsividade brénquica e a estrutura modificada
do receptor f-adrenérgico, reduzindo o papel protetor dos agonistas deste

receptor (Fowler et al., 2000).

O sistema respiratorio pode ser dividido em dois componentes: (1)
componente externo, constituido pela caixa toracica; e (2) componente

visceral, constituido pelas vias condutoras e pelo pulmdo (Maselli &

Paciocco, 2000). Com os valores de fluxo de ar e de pressdes traqueais, ou
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mesmo pulmonares, pode-se calcular os valores de resisténcia e de
elastancia do sistema respiratério / pulmonar, como aqueles realizados em

trabalhos prévios do nosso laboratério.

Atualmente, duas novas estratégias tém sido descritas na literatura. A
primeira envolve a avaliacdo da responsividade do sistema respiratério de
roedores, por meio do uso de camara barométrica, fechada de forma
hermética, na qual mensura-se a pressao dentro desse sistema contendo o
animal. Com a respiragao do animal, ha a captacdo de um “ruido” através de
um transdutor de pressao, que € convertido em sinais elétricos. Apds
filtragem desse “ruido” consegue-se observar uma onda derivada da
respiracao nasal do animal e dessa forma é calculada um valor denominado
Pehn, que correlaciona-se bem com a responsividade, apesar de suas

limitagcbes (Dohi et al., 1999; Albertine et al., 2002; Hantos & Brusasco,

2002; Lundblad et al., 2002; Melgert et al., 2004). Recentemente, com o uso
da técnica de oscilacdo forcada (FOT), na qual um conjunto de ondas
senoidais denominado perturbagcdo € gerada pelo pistdo do ventilador,
consegue-se valores de mecanica para cada frequéncia aplicada e separar

componentes de vias aéreas proximais, vias aéreas distais e de parénquima
pulmonar, por meio da andlise das impedéancias (Bates & Irving, 2003;
Evans et al., 2003; Moriya et al., 2003; Sly et al., 2003). Finalmente, a
avaliacdo mecéanica das tiras subpleurais de tecido pulmonar (strip) € uma
ferramenta util, na qual a interagdo tecido-vias aéreas pode ser melhor

estudada, inclusive adicionando-se mediadores farmacoldgicos. Essa ultima
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técnica possui a vantagem de nao se necessitar do animal vivo e ndo haver
influéncia do efeito anestésico, mas com a desvantagem de nao haver a

interacado pulméao-circulacao (Sakai et al., 2001; Leite-Junior et al., 2003).

Diversos estudos tém por objetivo, observar a existéncia de uma
correlacao entre a inflamagao pulmonar e a hiper-responsividade brénquica,
com intencdo licita de utilizar este ultimo dado como indice do processo
inflamatorio. Entretanto, tais estudos tém resultados divergentes, talvez pela

complexidade e pela doenga asma ter caracteristica multifatorial.

Dohi et al. (1999) correlacionaram o nivel de hiper-responsividade
especifica ao alérgeno, medida esta feita através de avaliacdo de
pletismografia barométrica, com indice inflamatério da parede de vias

aéreas.

Estudo de Hamelman et al. (1999) demonstra que a inflamacéao alérgica e
a hiper-responsividade de vias aéreas induzida por OVA, sdo dependentes
de expressao de interleucina 5 (IL-5). Entretanto ndo sao modificadas por
IgE alérgeno-especifico ou por linfécitos B, fato observado apods

experimentos com linhagem de camundongos deficientes em linfocitos B.

Cieslewicz et al. (1999) tentaram correlacionar a responsividade
brénquica com a IL-5 e o infiltrado eosinofilico. No entanto observou que

somente na resposta tardia, os eosindfilos correlacionavam-se com aumento
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proporcional da resposta de mecanica respiratoria. A auséncia de IL-5 ou de
eosindfilos poderia abolir a responsividade tardia, mas ndo a imediata
(Cieslewicz et al., 1999). Em modelo murino, Wilder et al. (1999) observaram
que apenas as presencgas de IgE OVA-especifica, eosinofilia e inflamacgao
pulmonar sao insuficientes para induzir a hiper-responsividade de vias
aeéreas, além de observarem que € possivel obter um modelo de hiper-
responsividade sem a presenca de eosinofilia. Os autores hipotetizam que
os linfécitos T CD4+ seriam os responsaveis pela produgdo da hiper-

responsividade brénquica.

Makela et al. (2000) demonstraram que a IL-10 é a responsavel pela
indugao da hiper-responsividade brénquica, confirmando os resultados de
Wilder et al. (1999). Os camundongos IL-10 -/- sensibilizados, com presenca
de inflamacao eosinofilica na parede de vias aéreas, apresentaram valores
de resisténcia pulmonar e de complacéncia pulmonar iguais aos animais nao
sensibilizados, enquanto que os animais “wild-type” que expressavam IL-10
e que foram submetidos aos mesmos procedimentos de sensibilizagao,
apresentaram hiper-responsividade com valores maximos 2,5 vezes maiores

e inicio da resposta a doses menores de metacolina.

Cheng et al. sugeriram o bloqueio da IL-9 para a redugdo da
responsividade brénquica e da inflamacgao eosinofilica, corroborando com a
tese de que a célula promotora, tanto da resposta mecanica como da celular,

na asma, é o linfocito T CD4" (Cheng et al., 2002).
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1.4. MODELOS EXPERIMENTAIS DE ASMA

Entre varios modelos de inflamagao de vias aéreas disponiveis para o
estudo da asma, a cobaia representa um bom modelo de responsividade
brénquica, com facil inducdo da resposta alergénica através de multiplas
exposicoes ao aerossol de ovoalbumina (Tibério et al., 1997). Entretanto, as
cobaias podem apresentar efeito de tolerdncia apds longos periodos de
exposig¢ao ao alérgeno, além da indisponibilidade de anticorpos comerciais,
utilizados para a avaliagao de aspectos celulares da inflamacgao, na tentativa
de elucidar mecanismos moleculares. Dessa forma, observamos o uso
crescente de camundongos, por apresentar menor custo de manutengao em
biotério, disponibilidade de reagentes e anticorpos, possibilidade do uso de
técnicas laboratoriais sofisticadas (por exemplo: citometria de fluxo, uso de
sondas de cDNA, RT-PCR, e imunohistoquimica direta e por fluorescéncia),
e a possibilidade de manipulagdo genética nos animais para produzir
animais transgénicos, Knock-Out and Knock-In de determinadas sequéncias

génicas.

Alguns modelos tentam reproduzir a asma humana em camundongos,
através de um estagio de sensibilizagdo, geralmente por injecao intra-
peritoneal de ovoalbumina, associada a um adjuvante. O adjuvante mais
utilizado para os modelos murinos € o hidroxido de aluminio, conhecido

como alumen.
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Takeda et al. (2001) demonstraram que a escolha da linhagem de
camundongos Balb/c ou C57BL/6, no modelo de inflamagao pulmonar a
OVA, leva a uma diferente resposta de hiper-responsividade a metacolina,
possivelmente por causa da diferenca de distribuicdo de eosindfilos nesses
animais. Nos Balb/c ha eosindfilos predominantemente em paredes de vias
aéreas, produzindo maior resposta de complacéncia pulmonar a metacolina,
enquanto que nos C57BL/6, a mesma encontra-se difusa e com menor

resposta ao agonista colinérgico (Takeda et al., 2001).

Inman et al. (1999) observaram aumento de eosindfilos no lavado
broncoalveolar, em camundongos Balb/c sensibilizados e desafiados com
OVA, 12 horas apés o ultimo desafio intranasal, atingindo uma resposta
maxima entre 24 e 48 horas. O mesmo foi observado para os parametros de
responsividade de vias aéreas e de unidades formadoras de colbnias de

eosindfilos na medula 6ssea (Inman et al., 1999).

Tomkinson et al. (2001) utilizaram um modelo que, apds sensibilizagao
intraperitonial nos dias 0 e 14 em camundongos Balb/c, desafiou os animais
com uma unica instilagdo de ovoalbumina intranasal. Observaram aumento
da responsividade brénquica a metacolina, que atingia pico 48 horas apods o
desafio. A inflamagado eosinofilica iniciou-se 24 horas apds a instilagao
intranasal do antigeno, atingindo valores maximos entre 48 e 96 horas,

mantendo a eosinofilia no lavado broncoalveolar por até 8 dias, mas com o
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pico de EPO em 48 horas. A inflamagao neutrofilica nesse modelo ocorre em
uma fase precoce da fase inflamatdria (entre 8 e 24 horas apds o desafio
antigénico) (Tomkinson et al., 2001). Essas observagdes serviram como

base tedrica para a escolha do tempo de sacrificio dos animais deste estudo.

Apesar dos modelos de Inman et al. (1999) e de Tomkinson et al. (2001)
mostrarem aumento da hiper-responsividade junto ao aumento da
inflamacao pulmonar, Wilder et al. (1999) evidenciam que nao existe relagao
entre a responsividade de vias aéreas e os niveis de eosindfilos mensurados
no lavado broncoalveolar e de IgE especifica a OVA. No modelo proposto
por Wilder et al., os animais foram sensibilizados por via intraperitonial nos
dias 0 e 5, e expostos ao aerossol de OVA no décimo segundo dia. Os
camundongos Balb/c deste estudo ndo produziram inflamacéo eosindfilica,
apesar de apresentarem hiper-responsividade de vias aéreas a metacolina
(responsividade nao especifica). No entanto, os camundongos de linhagens
C57BL/6 e BgD,F1 apresentaram valores elevados de eosindfilos e

responsividade de vias aéreas (Wilder et al., 1999).

Takeda et al. (2001) relatam que existe acumulo de eosindfilos, tanto em
parede de vias aéreas quanto em parénquima pulmonar em camundongos
Balb/c. Leong & Huston descrevem em seu artigo quais consideragdes
devem ser feitas para a obtencdo de um modelo de asma adequado a
pergunta do pesquisador. Esses autores sugerem que injecdes

intraperitoniais nos dias 0 e 14, com desafios intranasais nos dias 25 a 28
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promovem uma resposta maxima de responsividade de vias aéreas. Além
disso, doses menores de OVA, como 10ug sao imunogénicas, enquanto que
a administragcdo de 1000ug ndo consegue promover resposta inflamatéria e

mecanica (Leong & Huston, 2001).

Muitos estudos tém discutido a necessidade de se obter um modelo de

remodelamento das vias aéreas, uma circunstancia condizente com a

situacao clinica de pacientes asmaticos persistentes graves. Shinagawa &

Kojima (2003) tentaram obter tal modelo, comparando em linhagens
murinicas, diferencas de caracteristicas inflamatérias e estruturais das vias
aéreas. Em seu estudo, os autores afirmam que o processo de indugao da
inflamacé&o por meio de injec&o intraperitonial de OVA e desafios inalatorios,
produziu significativa eosinofilia nas duas semanas iniciais de desafios, e
que foi reduzida nas semanas seguintes. Apenas no camundongo Balb/c
observaram a persisténcia da inflamacao durante uma semana adicional. Os
autores propdem, entdo, o uso da linhagem A/J, que produziu espessamento
da parede peribronquica, com formacao de inflamagao nessa parede de vias
aéreas e hiperplasia de células -caliciformes nos animais OVA. O
remodelamento foi confirmado pelo ensaio de determinacdo de
hidroxiprolina, estando aumentado apds 12 semanas de desafios inalatorios

na linhagem A/J (Shinagawa & Kojima, 2003).
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1.5. ASMA E TRATAMENTO

No passado, o tratamento da asma consistia apenas em medicamentos
que aliviassem os sintomas da constricdo das vias aéreas, por meio do uso
de agentes adrenérgicos ou seus analogos broncodilatadores. Atualmente,
diversos medicamentos tém sido utilizados, para tentar bloquear, ou ao
menos reduzir, a atividade inflamatdria das vias aéreas e a responsividade
brénquica, que produzem os sintomas da asma, e consequentemente, sao

responsaveis pelas sequelas dessa doencga.

Os medicamentos utilizados na asma incluem se nas seguintes
categorias terapéuticas: metilxantinas (ex.: teofilina e aminofilina),
estabilizadores da membrana de mastécitos (representados pelos
cromoglicatos), broncodilatadores agonistas de receptor B,-adrenérgico (ex.:
salbutamol, fenoterol, isoprenalina, etc), anti-leucotrienos (ex.: montelucaste,
zafirlucaste), anti-IgE e os corticosterdides inalatérios e sistémicos (ex.:

budesonida, fluticasona, etc).

O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América (NIH), em
seu consenso para o tratamento da asma de 1998, preconiza o uso de
quatro passos para o tratamento da asma, de acordo com a gravidade dos
sintomas. O paciente com quadros graves inicia no passo 4 (step 4), que

preconiza o uso de altas doses de corticosteroide inalatorio como tratamento
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antiinflamatério, concomitantemente com broncodilatador de longa agao ou
teofilina de agao prolongada, além da prescricdo de beta2-agonista de curta
agao, somente a ser utilizado em caso de surgimento de sintomas. Quando
o doente melhor e apresenta sintomas de um paciente persistente
moderado, o tratamento recomendado é o uso de corticosterdide inalatério
ou o uso concomitante de corticéide inalatorio e de beta2-agonista de longa

acao, além do medicamento para o controle de sintomas.

No caso de asma persistente leve, o guia recomenda o uso de baixas
doses de corticoide inalatorio ou o uso de cromoglicato, que agem como
estabilizadores da membrana de mastdcitos, evitando que ocorra a
degranulagédo de seu conteudo pelos mastécitos apds estimulo alergénico.
Os pacientes que alcancam os sintomas que os classificam como asmaticos
intermitentes leve, podem utilizar-se de beta2-agonista quando necessario,

para o alivio dos sintomas da asma (NIH, 1998).

Como pode se observar, o uso de um medicamento antiinflamatério da
classe do corticosterdide € imprescindivel para o tratamento da asma. A
acao desses medicamentos ocorre apos a sua passagem para o citoplasma,
aonde ira se ligar aos receptores de glicocorticoide (GR). Esse receptor
possui uma regiao de “Zinc Finger” (ou “dedo de zinco”, porgao do receptor
com aproximadamente 30 residuos de aminoacidos, aos quais quatro
coordenam uma molécula de zinco, propiciando estabilidade a estrutura que

ligara com o DNA ou ao RNAm — Nelson & Cox, 2002) que faz a sua
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interacdo com o DNA, impedindo a transcricdo de citocinas e outros
componentes pro-inflamatoérios. Além disso, os corticoides junto a seus
receptores poderao se ligar ao Fator Nuclear «-B (NF-xB) e a Proteina
Ativadora-1 (AP-1) impedindo-os de transcrever proteinas pro-inflamatorias

(Barnes et al., 1998).

O nosso organismo € enervado pelo sistema nervoso central (SNC) e
pelo sistema nervoso periférico (SNP). O sistema nervoso periférico é
constituido de fibras simpaticas, cujo mediador principal € a acetilcolina, e de
fibras parassimpatica, onde o mediador farmacolégico € a norepinefrina.
Além disso, podemos observar uma enervagdo nao colinégica e nao
adrenérgica (NANC), cujas fibras degranulam, no processo sinaptico, a
substancia P, a neurocinina A e o VIP (proteina vasoativa intestinal). A agéo
da acetilcolina pode promover a contragdo das fibras musculares lisas,
sobretudo a aquelas que estdo nas vias aéreas. Enquanto que, a
norepinefrina, conhecida como noradrenalina, antagoniza a atividade

colinérgica (Barnes et al., 1998).

No passado, por acreditar que a asma era uma doencga da musculatura
lisa de vias aéreas, o uso de medicamentos anti-colinérgicos era bem
difundido. Sabe-se que as fibras musculares lisas das vias aéreas podem
ser estimuladas através de nervos autonémicos aferentes, sendo o seu
mediador farmacolégico a acetilcolina, que exerce sua fungédo em receptores

muscarinicos M1, M2 e M3. Os farmacos anti-colinérgicos, cujas estruturas
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sao baseadas na atropina, extraida da Atropa beladona, sdao compostos
quaternarios de amoénia da atropina, como por exemplo, o brometo de
ipratrépio. Essa classe de medicamento foi abandonada, por nao oferecer
uma broncodilatagdo tdo potente quanto as obtidas com os agonistas [3,-

adrenérgicos (Barnes et al., 1998).

Em alguns casos de asma, o uso de antagonista de leucotrienos tem
demonstrado uma boa atuagdo antiinflamatéria. Os leucotrienos que
participam do processo inflamatério da asma sdo LTC4, LTDs € LTE4. A
sintese dos leucotrienos inicia-se com a liberagdo do acido araquiddnico
(AA) dos fosfolipides da membrana, por meio da fosfolipase A2 (PLA2). O
acido araquidénico é convertido em leucotrieno A4 (LTA4) por meio das
enzimas FLAP (5-lipooxigenase ligada a membrana) e 5-lipooxigenase. O
leucotrieno A4 é transformado entdo em LTC, por meio da LTC, sintase

(Piper & Samhoun, 1987; Campbel & Halushka, 1996; Leick-Maldonado,

2002). Diversos medicamentos que atuam antagonizando os receptores de
leucotrienos estdo disponiveis no mercado brasileiro, entre eles, o
montelucaste sodico e o zafirlucaste. Além desses antagonistas, uma outra
classe de anti-leucotrienos pode ser utilizada, que age inibindo a 5-
lipoxigenase. Como exemplo dessa categoria, temos o Zileuton (Drazen et

al., 1999).
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1.6. BRONCODILATADORES AGONISTAS DE RECEPTOR BETA2-ADRENERGICO

Dentre os tratamentos utilizados para a asma, € comum o uso de
agonista do receptor B-adrenérgico, sendo util para a reversao dos sintomas
de dispnéia e de aperto toracico. No Brasil, temos a disposi¢cao dos
pacientes o0s sais dos seguintes compostos: salbutamol, fenoterol,

terbutalina, bambuterol, salmeterol e formoterol.

Os agonistas broncodilatadores B;-adrenérgicos tém a sua ag¢ao sobre os
receptores adrenérgicos do tipo 2, na superficie da membrana celular de
fibras musculares lisas da parede de vias aéreas, mastocitos, linfocitos T e
nas células do epitélio respiratorio. Esse receptor de 413 amino-acidos
apresenta sete dominios transmembranicos na conformagao a-hélice, com
trés algas intra-celulares e o mesmo numero na porgcédo extracelular. Além
disso, a cauda amino terminal, localizada na porgao extracelular do receptor,
apresenta glicosilagdes que mantém a sua estrutura estavel (Strader et al.,

1989; Barnes, 1995).

Uma vez ativado o receptor por meio da noradrenalina ou através do uso
de farmacos agonistas desse receptor, ha o desacoplamento da proteina G
estimuladora, separando a subunidade a das demais f e vy, ativando a
enzima adenil-ciclase presente na membrana celular, que converte adenosil-

trifosfato (ATP) em adenosil-monofosfato ciclico (AMPc). O aumento do
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gradiente intracelular de AMPc, produz a ativagdo da Proteina Kinase A
(PKA), e conseqlentemente a inibicdo da fosforilagdo da cadeia leve de
miosina, inibicao da hidrdlise de fosfoinositol, € aumento da troca Ca®*/Na*,

levando a queda de Ca®" intracelular (Barnes, 1995; Barnes et al., 1998).

Os agonistas fr-adrenérgicos apresentam uma estrutura basica
semelhante a da adrenalina. A estrutura geral desse farmaco é composta de
um anel benzénico com a presencga de dois substituintes polares, geralmente
duas hidroxilas, ou uma hidroxila e um grupo —CH,-OH, este ultimo
dificultando a sua degradacao pela catecol-O-metiltransferase (COMT). Este
anel catecol esta separado da porgdo amino por dois carbonos, havendo a
presenca de uma hidroxila no carbono logo adjacente ao anel benzénico. A
substituicdo do carbono a do grupo amino, aumenta a resisténcia a sua
oxidagao pela monoamino oxidase (MAOQO), tornando-o seletivo para receptor
Bo-adrenérgicos, apesar de apresentar menor poténcia comparada com a
isoprenalina. Além disso, a presenca de um grupo polar grande no carbono
o da porcdo amino aumenta a duragdo da atividade broncodilatadora,
interagindo com maior afinidade no quarto dominio transmembrénico do

receptor Bz-adrenérgico (Barnes, 1995; Barnes et al., 1998).

Esse receptor participa no relaxamento do musculo liso peribronquico
levando ao alivio dos sintomas da asma, entretanto o seu papel sobre as
células inflamatérias ainda nao foi totalmente elucidado. Evidéncias

demonstram a redugdo do processo alérgico, por meio da agao dos L»-
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agonistas sobre os mastocitos, reduzindo a liberagdo do conteudo

intracelular pro-inflamatério apds estimulo alergénico (Petersen & Skov,

1999).

Farmer & Pugin (2000) mostraram que os agonistas (.-adrenérgicos

possuem capacidade de modular a atividade inflamatéria em mondcitos,
através da reducdo da degradagdo da molécula IkB (molécula inibidora do
fator nuclear «-B), mediada pelo aumento intracelular de AMPc. Em modelos
de doencgas mediadas pelos linfécitos Th1, o salbutamol promove inibigdo
seletiva de IL-12, apos estimulo in vitro com LPS em cultura de células

dendriticas (Panina-Bordignon et al., 1997).

Um estudo com cultura de eosindfilos e fibroblastos, onde essas células
foram incubadas com budesonida (um corticésterdide utilizado no tratamento
da asma) e com formoterol (um agonista B.-adrenérgico de efeito
prolongado), mostrou que o fB,-agonista promoveu a inibicdo da atividade
eosinofilica somente através da via inibitéria dos fibroblastos, mediada por

GM-CSF (Spoelstra et al., 2000).

Twentyman et al. (1990), mostraram que os agonistas f,-adrenérgicos de
longa agao possuem atividade protetora contra a asma induzida por
alérgenos, onde pacientes que utilizaram uma dose unica de salmeterol
apresentaram melhora significativa da fungdo pulmonar apds desafio

especifico (com alérgeno), e reducdo da responsividade a histamina. Em
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cobaias, o tratamento com formoterol reduziu a indugao do extravasamento
plasmatico nas vias aéreas induzido por bradicinina, mostrando efeito

preventivo da formagao de edema da parede de vias aéreas (Erjefalt &

Persson, 1991).

Durante anos, os clinicos estiveram preocupados com o papel dos
broncodilatadores agonistas de receptor ;-adrenérgico sobre a mortalidade
de pacientes asmaticos, o que pode ser observado através de um editorial

publicado no New England Journal of Medicine em 1992, sob o titulo “O

dilema do pagonista” (Burrows & Lebowitz, 1992). Alguns estudos tém

relatado uma associagao entre o uso de f-agonista e mortalidade por asma.
Sugere-se que um dos fatores que causa a morte por asma € o uso crbénico
e continuo por agentes f-agonistas de curta acao (Rea et al., 1986; Crane
et al., 1989; Grainger et al., 1991; Abramson et al., 2001). Spitzer et al.
(1992a, b) correlacionaram o aumento da mortalidade de pacientes
asmaticos ao uso regular de (;-agonistas, principalmente de fenoterol. Em
um estudo caso-controle na Nova Zelandia, observou-se aumento da
mortalidade, por meio da deterioragdo do controle da doencga, causado por

uso regular dessa classe de farmaco (Crane et al., 1989; Kamada, 1994).

Outros estudos clinicos analisaram pacientes asmaticos, com sintomas
leves e moderados, que foram submetidos ao tratamento regular com
salbutamol. Mostraram tendéncia a piora da funcdo pulmonar, associada a

aumento da hiper-responsividade de vias aéreas apos teste com metacolina
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e alérgenos (Cockcroft et al., 1993; Gauvreau et al., 1997). Sears et al.
(1990) estudando 89 pacientes com asma estavel, durante 24 semanas,
observaram que apenas 17 pacientes apresentaram melhora apos periodo
de tratamento com fenoterol regular comparado com o periodo de
tratamento com placebo, enquanto que 40 pacientes (70%) apresentaram

piora dos sintomas apés tratamento com fenoterol (Sears et al., 1990).

O aumento da morbidade e da mortalidade associado ao uso regular de
Bo-agonistas poderia estar relacionado com o aumento da hiper-
responsividade induzida pelos alérgenos (Cockcroft et al., 1993; Cockcroft et
al., 1995). Além disso, Bhagat et al. observaram que o uso regular de 8-
agonistas pode levar a tolerancia do efeito protetor a broncoconstricdo, além
de apresentar aumento da responsividade brénquica a metacolina apos
doses altas (800ug/dia) de salbutamol (Bhagat et al., 1996; Bhagat et al.,

1995).

Mesmo apos a cessdo do tratamento regular com baixas doses de
terbutalina, os efeitos adversos decorrentes do regime inadequado de

tratamento com agonista B2-adrenérgico persistem (Wahedna et al., 1993).

Os possiveis mecanismos da deterioracao dos sintomas envolvem muitas
especulagdes. O mais aceito, dentre eles, envolve a tolerancia aos agentes
broncodilatadores e a reducdo da protegcdo contra a broncoconstri¢ao,

ambos por causa do mecanismo de “down-regulation” dos receptores f.-
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adrenérgicos da superficie das fibras musculares lisas peribronquicas. Tal
mecanismo pode envolver o sequestro e a internalizagado desses receptores
por meio de uma B-arrestina (Goodman et al., 1996; Zhang et al., 1996;
Menard et al.,, 1997) ou aumento da taxa de ocupacdo dos receptores,
levando a uma retroalimentagdo negativa, reduzindo a sintese de-novo de
receptores B.-adrenérgicos (Kamada, 1994; Barnes et al., 1995; Kelsen et

al., 2000).

Especula-se, também que, o uso de f»-agonista poderia “mascarar” a
inflamacdo da asma, pois ha apenas a dilatacdo das vias aéreas, aliviando
os sintomas da asma, mas n&o haveria reducédo do processo inflamatorio. A
aparente melhora da doenga, levaria os pacientes a se exporem aos

antigenos, aumentando o processo inflamatério (Mclvor et al., 1998).

O uso crbénico dos agonistas f,-adrenérgicos poderia exacerbar a
resposta inflamatéria, principalmente a eosinofilia, através do aumento do
recrutamento dessas células por meio do aumento da expressao de agentes
quimiotaticos. Gordon et al. relatam que o uso regular de salbutamol
aumenta a expressao de CXCLS8/IL-8, CCL11/eotaxina, GM-CSF e TNF em
42%, e o principal mediador nesse estudo, responsavel pelo recrutamento
de eosindfilos apds tratamento com salbutamol regular, € a CXCLS8/IL-8
(Gordon et al., 2003). Swystun et al. evidenciaram o aumento da

degranulacado de mastocitos produzindo maior resposta imediata ao alérgeno
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e aumento de eosindfilos, em sujeitos asmaticos tratados por 10 dias com

800ug de salbutamol por dia (Swystun et al., 2000).

Em contrapartida, o tratamento de cobaias sensibilizadas a OVA com
formoterol, produziu melhora dos pardmetros de mecanica pulmonar, com
aumento da condutancia das vias aéreas e reducdo da quantidade de
células totais obtidas no lavado broncoalveolar aos niveis observados em

animais controles (Sugiyama et al., 1992).

Estudo recentes das formas racémicas do formoterol demonstram que os
compostos (S,S)-formoterol exercem atividade proé-inflamatéria mediada por
aumento da expressao de interleucina (IL) 4 nos mastécitos, e dessa forma,
contribuem para a alteracdo dos parametros inflamatorios, sem mudancga na
reatividade brénquica dos camundongos estudados, enquanto que a forma

racémica R-R nao apresenta nenhum desses efeitos (Abraha et al., 2004).

A dessensibilizacdo € um fendmeno no qual a resposta celular esta
reduzida apos estimulo constante, ou seja, nos receptores f»-adrenérgicos,
o estimulo constante com agonistas poderia levar a uma redu¢do ou mesmo
a perda funcional da atividade broncodilatadora. Na cultura de musculo liso
de vias aéreas, Penn et al. (1998) observaram que a dessensibilizagao
aguda do receptor fr-adrenérgico esta associada com a expressao
excessiva de quinase, acoplada ao receptor acoplado a proteina G GRK2.

Além disso, essa inativagao do receptor f-adrenérgico estaria associada
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com a atividade da proteina quinase A (PKA). A sua inibicdo pela
estaurosporina (inibidor da PKA) reverteria a dessensibilizacdo dos
receptores adrenérgicos, 0 mesmo podendo ser observado no epitélio de via
aéreas (Kelsen et al., 1995; Penn et al., 1998). Aparentemente, a reducao da
resposta broncodilatadora ndo esta associada com o numero de leucocitos
mononucleares, mas com a redugdo da expressao de receptores /[»-

adrenérgicos na superficie celular (Hayes et al., 1996).

Apesar dos estudos acima citados mostrem efeitos deletérios dos f3,-
agonistas, diversos trabalhos clinicos e experimentais tém demonstrado o

contrario, persistindo até hoje a controvérsia dos agonistas ,-adrenérgicos.

De acordo com as evidéncias observadas na revisdo de literatura e
citadas acima, planejou-se estudar, a principio, qual o papel dos agonistas
B2-adrenérgicos sobre a inflamagao pulmonar e sobre a hiper-responsividade
brénquica de vias aéreas e de compartimento tecidual em modelo de asma

induzida por OVA em camundongos Balb/c.



Objetivos
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1.

Obter um modelo de inflamacédo pulmonar crénica e persistente,
induzida por ovoalbumina, em camundongo Balb/c, cuja duragdo do

processo seja ao menos de 4 semanas;

Estudar a influéncia dos tratamentos com salbutamol a cada 96 horas

e diario no processo inflamatério de vias aéreas e do tecido pulmonar.



Metodos
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3. MATERIAIS

3.1. REAGENTES

Acetona P.A., Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil.

Azul de Evans, Sigma, EUA.

Cianeto de Potassio, Sigma Aldrich, EUA

Cloreto de sédio, Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil.

Cloroférmio P.A., Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil.

Tetrahidrocloridrato de 3'3'-diamino-benzidina (DAB), Sigma, EUA.

Eosina, Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil.

Etanol P.A., Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil.

Fosfato de Sodio Dibasico P.A., Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil.

Fosfato de Sdédio Monobasico P.A., Merck do Brasil, Rio de Janeiro,
Brasil.

Hemacolor: Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil

Hematoxilina, Qeel, Brasil.

Hidréxido de Aluminio Gel — AI(OH)s: Sanofi-Synthelabo S.A., Rio de
Janeiro, Brasil.

OCT: Tissue Freezing Médium, Leica Gmbt, Alemanha.

Ovoalbumina liofilizada: Advanced Nutrition Ltda, Rio de Janeiro, Brasil.

Paraformaldeido, Sigma, EUA.
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Salbutamol, Glaxo Wellcome S.A., Rio de Janeiro, Brasil.

Salina Normal 0,9%: Baxter Hospitalar Ltda., Sdo Paulo, Brasil.

3.2. EQUIPAMENTOS

Centrifuga Refrigerada, Beckman, EUA.

Citocentrifuga: Shandon, EUA.

Criostato, Leica Instruments, Alemanha.

Freezer -70°C, Forma Scientific (Forma, EUA)

Inalador ultrass6nico, modelo Pneumoclear (Soniclear, Sdo Paulo, Brasil)

Microscopio Optico, Olympus, Jap3o.
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Protocolo de Sensibilizagdo e Tratamento com f-agonista de

Curta Acéo
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Salina—15min
Experimento

] OVA 1%-30min
OVAi.p. [ salina —30min
+ [ Salbutamol-15min
AI(OH)3 O
|

Figura 1. Protocolo de sensibilizagdo com ovoalbumina (OVA) e
tratamento com pfr-agonista de curta agdo. Pode-se observar a injecao i.p.
de OVA+AI(OH); nos dias (3): 0, 12, 32 e 46. O sacrificio foi realizado 48
horas apds o ultimo desafio / tratamento com salbutamol (858). Os grupos
sdo: NS - salina normal, OVA — inflamado com ovoalbumina, OVA+IS —
inflamado com OVA e tratado com salbutamol a cada 96 horas, e OVA+DS —

inflamado e tratado com salbutamol diario.
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4. METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos Balb/c, de 6 a 10 semanas de
idade (20-25g), provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, mantidos sob condigbes ambientais
rigorosamente controladas no Biotério de Manutencdo conjunto dos
Laboratérios de Investigagcdo Médica (LIM) 05, 20 e 65. Os animais
receberam alimentos isento de ovoalbumina e agua ad libitum. E foram
retirados desse biotério somente para as exposigdes ao antigeno e/ou
farmaco estudado e seus respectivos controles, e para a experimentagao
final. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Analise de Projetos para
Pesquisa (CAPPesq: 663/00) do Hospital das Clinicas da FMUSP,
responsavel por analisar do ponto de vista cientifico, ético e moral, todos os
projetos de pesquisa oriundos do Complexo Hospital das Clinicas -
Faculdade de Medicina da USP, independentemente se séo realizados em

humanos ou em animais de laboratorio.
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4.2. SENSIBILIZACAO E INDUCAO DA INFLAMACAO PULMONAR

Para atingir o protocolo de sensibilizacdo e de inducdo da inflamagao
pulmonar por ovoalbumina, realizaram-se diversos experimentos pilotos,
com o intuito de testar a via de administragdo do antigeno, a quantidade de
desafios intra-peritoniais, o tempo de exposi¢cao ao aerossol de ovoalbumina
e o tipo de ovoalbumina a ser utilizada nos experimentos. Durante a fase
piloto, avaliamos os graus de inflamagao pulmonar por meio de lavado
broncoalveolar e histopatologia ndo quantitativa de pulmdes, observando se
houve a formacdo de infiltrado inflamatério peribrébnquico, e se houve

recrutamento de eosindfilos para o lavado broncoalveolar.

Foram injetados intraperitonalmente nos dias 1, 12, 32 e 46 uma solugao
de 0,2ml contendo 50ug de ovoalbumina liofilizada (Advanced Nutrition
Ltda., Rio de Janeiro, Brasil) adsorvida em 6mg de Al(OH)s; (Pepsamar gel,
Sanofi-Synthelabo S.A., Rio de Janeiro, Brasil). Nos dias 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38, 40, 42, 44, 48, 50, 52, 54, 56 e 58 os animais foram expostos ao
aerossol de ovoalbumina a 1%, durante 30 minutos. Os animais controles
receberam injecdo intraperitoneal de salina e hidroxido de aluminio e foram
expostos durante 30 minutos ao aerossol de salina normal 0,9%, seguindo o

mesmo protocolo para a ovoalbumina.

4.3. TRATAMENTO COM SALBUTAMOL
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A partir do dia 32 os animais foram tratados com inalagdes de aerossol
de uma solugao de salbutamol 10mg/ml durante 15 minutos, imediatamente
ap6s o desafio antigénico. Conduzimos dois regimes de tratamento: um
grupo de camundongos inflamados recebeu salbutamol a cada 96 horas
(OVA+IS) e um segundo grupo recebeu tratamento diario (OVA+DS). O
intervalo de tratamento OVA+IS foi escolhido apés um estudo prévio na
Disciplina de Clinica Geral, no qual se observou que os pacientes que usam
o salbutamol de forma intermitente, em média o utilizam a intervalo de 96
horas. A concentragédo que se usou do medicamento seguiu a mesma do
estudo anterior em cobaias (Kasahara, 2001). Resumidamente 10mg/ml
preparada em salina a partir do produto comercialmente disponivel (solugéao

de salbutamol para inalacéo, Aerolin®).

4.4. CONTROLES

Os animais controles receberam injecao intra-peritoneal de salina normal
+ hidréoxido de aluminio coloidal. Além disso, nos dias dos desafios
inalatorios, eles foram expostos ao aerossol de salina normal 0,9% durante
30 minutos por dia. Esse grupo controle foi idealizado com o objetivo de
reduzir, no estudo, o viés da indugao da inflamacao apenas pelo fato dos
animais receberem inalag¢des diarias, além de ser o controle da permanéncia

prolongada dos animais no biotério de manutencao.
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4.5. PREPARACAO DO ANIMAL

Todos os procedimentos de avaliagdo do processo inflamatdrio e da
mecanica pulmonar foram realizados quarenta e oito horas (48 horas) apds o
ultimo desafio antigénico e/ou tratamento com salbutamol. Tal tempo foi
escolhido por apresentar a melhor resposta inflamatéria, como observado na
literatura (Tomikinson et al., 2001) e comparado com o0s experimentos

pilotos.

Os animais submetidos aos procedimentos invasivos foram anestesiados
com injecao intra-peritoneal de pentobarbital sédico 70mg/kg (Cristalia Ltda.,
Sao Paulo, Brasil). A via aérea foi canulada com um catéter intravascular de
tamanho G20 (gauge 20). Para a coleta de lavado broncoalveolar (BAL) e
dos pulmdes para analise histopatolégica, o animal anestesiado foi
sacrificado por exsanglinacdo mediante injecdo de 0,1ml de heparina

5000UI e seccgao da aorta abdominal, apos laparotomia.

4.6. LAVADO BRONCOALVEOLAR

O animal ainda anestesiado foi sacrificado por seccédo da aorta abdominal
apos a injegao de 0,1ml de heparina 5000UlI e entéao, inseriu-se uma torneira
de trés vias na canula da traqueostomia. Utilizou-se 1,5ml de PBS para a
coleta do lavado bronco-alveolar (BAL), dividido em trés aliquotas. O

material obtido foi mantido na geladeira, até o processamento, que consistiu



43

Tese de Doutorado David Itivo Kasahara

na contagem total de células com o hemocitbmetro de Neubauer e na
centrifugacéo do BAL com a transferéncia do sobrenadante (BALF) para um
outro tubo cénico, que foi armazenado a —70°C para posterior andlise de
citocinas. O botdo celular foi ressuspenso com 200ul de PBS pH=7,4 e
processado em uma citocentrifuga para obtencao de laminas desse material,
que foi corado com coloracdo tipo pandtico Hemacolor constituida de

Hematoxilina - Eosina (Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil).

A contagem diferencial das células foi determinada a partir do achado de
pelo menos 200 leucdcitos/lamina e a diferenciagdo seguiu os critérios
hemocitolégicos para diferenciacdo de neutrofilo, eosindfilo, linfocitos e

macrofagos.

4.7. COLETA DE PULMOES E HISTOPATOLOGIA

Os pulmdes foram insuflados com 0,2ml de ar e a traquéia ocluida,
procedendo-se com a retirada dos mesmos em monobloco. O material foi
inserido em um tubo de plastico contendo paraformaldeido a 4% tamponado,
com pH 7,4 e fixado durante 18 a 24 horas a temperatura ambiente, sendo
imediatamente transferido e armazenado em alcool 70%. Os pulmdes foram
cortados em secgbes transversais e longitudinais em relagdo ao hilo, e
submetidos a técnica tradicional de histologia para a obtengdo do material
emblocado em parafina, obtendo-se laminas com espessura de 5 a 6um e

corados com Hematoxilina e Eosina.



44

Tese de Doutorado David Itivo Kasahara

Foi quantificado o numero de leucdcitos linfomononucleares (LMN) —
composto em grande parte por linfécitos - nas vias aéreas e no parénquima
pulmonar das laminas coradas com hematoxilina-eosina. Para tal foi utilizada
a técnica morfométrica de contagem de pontos com auxilio de um reticulo de
100 pontos e 50 retas acoplado a ocular do microscépio 6ptico, no aumento
de 1000x. Foram aleatoriamente escolhidas trés vias aéreas por lamina e a
quantificacdo foi feita no maior numero de campos possiveis, que
circundassem a parede bronquica, evitando-se as areas proximas de vaso e
de tecido linfocitario bronquico (BALT) (Tibério et al., 1997; Kasahara, 2001;

Leick-Maldonado, 2002; Leick-Maldonado et al., 2004).

No parénquima pulmonar, as células LMN e PMN no septo alveolar foram
quantificadas e a area estudada foi determinada pela contagem do numero
de pontos do reticulo utilizado que se sobrepbéem ao septo alveolar. A
inflamacao do parénquima de cada lamina de pulmao de camundongos foi
avaliada em 10 campos escolhidos aleatoriamente. Para as observagdes
utilizou-se um microscépio 6ptico em aumento de 1000 vezes (Tibério et al.,
1997; Kasahara, 2001; Leick-Maldonado, 2002; Leick-Maldonado et al.,

2004).
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4.8. CITOQUIMICA PARA EOSINOFILOS EPO+

Os pulmbes, apdés serem removidos em monobloco, foram insuflados
com solugcdo de congelamento de tecidos diluida com salina normal 2:1
vol/vol (Jung Tissue Freezing Medium, Leica Instruments GmbH, Alemanha)
por meio de canulagao das vias aéreas. Cortou-se os fragmentos de tecido
pulmonar em secgdes transversais no pulméo direito e cortes longitudinais
em relacdo ao hilo no pulmao esquerdo. Os fragmentos foram entado
embebidos com a solucdo de congelamento, embrulhados em papel
aluminio com a sua respectiva identificacdo, congelado por imersdo em
nitrogénio liquido e armazenados em um freezer a —70°C (Leick-Maldonado,

2002; Leick-Maldonado et al., 2004).

Posteriormente, os fragmentos foram cortados com o auxilio de um
criostato (Leica Instruments GmbH, Alemanha), obtendo-se preparacdes
com 3um de espessura, que foram colocados sobre laminas de vidro
previamente limpas e pré-tratadas com poli-L-lisina, fixadas em cloroférmio-
acetona 1:1 vol/vol durante 10 minutos e as Iaminas secas em ar ambiente

durante 20 minutos (Leick-Maldonado, 2002; Leick-Maldonado et al., 2004).

Os preparados foram mantidos durante 10 minutos em contato com
solugdo de Na;PO,4 (60mM) e KH,PO4 (70mM) em pH 7,5, KCN, diamino-
benzidina e H;O,. Posteriormente, as células foram contra-coradas com

hematoxilina. As células positivas coradas em marrom-dourado foram
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denominadas células eosinofilicas EPO+ (EPO: Peroxidase eosinofilica). Por
utilizar o cianeto de potassio (KCN), a reacdo € especifica a peroxidase

eosinofilica, ndo marcando as outras células sensiveis ao cianeto como os

neutréfilos (Zucker-Franklin & Grusky, 1976; Ten et al., 1989; Lapa e Silva et

al., 1993; Leick-Maldonado et al., 2004).

A contagem das células eosinofilicas EPO+ seguiu a mesma técnica
descrita para o estudo das células linfomononucleares (LMN) no tecido
corado com hematoxilina-eosina. Quantificamos em ambos os
compartimentos pulmonares: parede de vias aéreas e no parénquima

pulmonar.

4.9. ANAFILAXIA CUTANEA PASSIVA PARA IgE

A analise semi-quantitativa do anticorpo IgE especifica a OVA foi
realizada pela técnica de anafilaxia cutanea passiva (PCA — Passive
Cutaneous Anaphylaxys), seguindo o protocolo ja descrito na literatura

(Ovary, 1964; Mota & Wang, 1969; Mota & Perini, 1970; Warth et al., 1995;).

No décimo quarto dia apds o ultimo desafio antigénico e/ou procedimento de
tratamento com salbutamol, coletamos com o auxilio de uma pipeta de vidro
previamente heparinizada o sangue dos camundongos por meio de sangria

total, apds secgao da artéria braquial esquerda. Seguiu-se a obtencdo dos
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soros por meio de centrifugagdo a 1500 rpm por 15 minutos em centrifuga

refrigerada, armazenados em freezer a —70°C até o momento da analise.

A quantificacdo de anticorpos IgE especifica a OVA foi realizada pela
técnica de anafilaxia cutdnea passiva, onde injetou-se as diluicbes seriadas
das amostras no subcutaneo da regiao dorsal previamente depilada de ratos
Wistar (peso entre 200 e 250g). Apds um periodo de 18 a 24 horas, os ratos
foram desafiados com uma solugdo de OVA 1mg/ml em Azul de Evans a
0,25%, por meio de inje¢do intra-venosa na veia caudal. O protocolo foi
realizado em duplicata para minimizar os efeitos da variagao de respostas

dos receptores de IgE em mastdcitos.

Apos o desafio intra-venoso, esperou-se entre 30 minutos a uma hora,
onde os ratos foram sacrificados com injegdo intra-peritoneal de
pentobarbital sddico 70mg/kg e a pele do dorso foi invertida para medida da
maior diluicdo do soro capaz de provocar extravasamento do corante.
Considerou-se resposta positiva a formagao de um circulo azulado, derivado

do extravasamento vascular, com diametro minimo de 2mm.
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4.10. ANALISE ESTATISTICA

Por utilizar uma linhagem isogénica de camundongos, espera-se uma
resposta relativamente homogénea, dessa forma os dados teriam um
comportamento que segue a curva normal gaussiana, o que foi observado
na grande maioria dos dados coletados. Entretanto, certos procedimentos
como a determinacao de padrao inflamatorio, apresentam como fator de erro
0 uso do olho humano para a quantificacdo. Dessa forma, apresentaremos
alguns resultados que ndo passaram no teste de Kolmogorov-Smirnov
(distdncia K-S), na forma de box-plot. Para os demais utilizamos a

representacao grafica de barras com respectivo erro padrao da média.

Para a analise estatistica utilizamos a Analise de Varidncia e as
comparagoes multiplas foram feitas com o teste de Bonferroni para os dados
que apresentaram um comportamento normal no teste de Kolmogorov-
Smirnov e que passaram também no teste de Igualdade de Variancia. Para
os demais, foi utilizada a Analise de Variancia pelo método de Kruskall-
Wallis. Consideramos uma probabilidade de diferenca significativa o valor

menor que cinco porcento (p<0,05).

Para a analise estatistica utilizou-se o programa de computador Sigma-
Stat 2.0 e os graficos foram elaborados por auxilio do programa Sigma-Plot

4.0, ambos da SPSS Ltd., EUA.



Resultados
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5.1. DEFINICAO DO MODELO A SER UTILIZADO

O modelo a ser desenvolvido implicava na necessidade da manutencao
da inflamacao por pelo menos quatro semanas, o0 que se conseguiu neste
estudo. Para a obtencdo do modelo, utilizamos como parametro de
avaliacao da inflamacao o lavado bronco-alveolar. O primeiro piloto, que
consistiu na tentativa de sensibilizagado intra-muscular com 50ug de OVA
associada a 6mg de Al(OH)s, onde, apds quatorze dias foram administrados
cinco desafio inalatérios em dias consecutivos de OVA 1% por 20 minutos,
ndo obtivemos éxito, ou seja, ndo houve uma eosinofilia significativa

eosinofilia, quando comparado com o grupo controle.

Na sequéncia, optou-se por utilizar o protocolo de Siqueira et al., no qual
o animal é inicialmente sensibilizado via intraperitoneal (OVA 50ug + Al(OH)3
1mg) e repetido apds doze dias. Procede-se a trés desafios inalatorios com
OVA 1% ou salina 0,9% diarios da seguinte forma: 30 minutos de exposi¢ao
com 30 minutos de intervalo, nos dias 24, 26, 28 e 30. Observou-se neste
protocolo, aumento expressivo de eosindfilos e neutrdéfilos 48 horas apds o

ultimo desafio.

Obtido o processo inflamatdério com caracteristicas celulares similares ao
que se observa em processos alergénicos, decidiu-se desafiar os

camundongos com OVA 1% em dias alternados até o dia 58. Sem a adigao
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de desafios intraperitoniais nos dias 32 e 46, o processo inflamatério
retroage até valores semelhantes ao grupo controle salina, entretanto as
injecbes adicionais permitiram a manutengdo do status inflamatério

desejado, atingindo resultados satisfatorios para prosseguir com o estudo.

O custo do projeto seria muito elevado com a utilizacdo de ovoalbumina
de procedéncia Sigma-Aldrich. Dessa forma, um novo piloto foi realizado,
reduzindo-se os trés desafios diarios, para um unico desafio de 1% de OVA,
e comparou-se a OVA de procedéncia estrangeira (Sigma-Aldrich grau lll)
com a OVA bruta e liofilizada de procedéncia nacional (Advanced Nutrition,
Rio de Janeiro, Brasil). Ambos os antigenos produziram niveis elevados de
eosindfilos e neutréfilos comparado com o grupo controle, e 0 aumento de
linfocitos foi observado apenas na OVA estrangeira de alto grau de pureza.
Assim, chegou-se ao modelo de um unico desafio de OVA de procedéncia
nacional a 1% em dias alternados e com desafios intraperitoniaias adicionais
nos dias 32 e 46. A OVA de procedéncia importada (Sigma) apresentou
valor de contagem total de leucdcitos no lavado broncoalveolar menor que o
grupo de animais sensibilizados e desafiados com OVA de procedéncia
nacional, entretanto ambas foram significativamente maior que o grupo
salina (mediana: 1,85 10° vs. 1,09 10° vs. 1,04 10° células/mL
respectivamente, p<0,05), além disso, observamos aumento de eosinofilia
em ambas as ovoalbuminas utilizadas (sigma: 7% e nacional: 4,5% vs
controle: 0%). Quanto aos custos, para um grupo de 20 camundongos,

enquanto a OVA de procedéncia importada deve ser gasto R$ 1.200,00, o
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de procedéncia nacional o mesmo protocolo custa R$ 0,60 (Kasahara et al.,

2002).

Os resultados descritos nas secbes seguintes baseiam-se no ultimo
modelo descrito, comparando os grupos SAL (controle salina), OVA (animais
sensibilizados e desafiados com ovoalbumina), OVA+IS (grupo OVA tratado
com salbutamol a cada 96 horas, simulando um uso intermitente do
broncodilatador) e OVA+DS (grupo OVA tratado com salbutamol diario,

simulando o uso diario de broncodilatador).

5.2. LAVADO BRONCO-ALVEOLAR

O nosso protocolo de inflamagdo produziu aumentos significativos da
contagem total de leucocitos no lavado bronco-alveolar no grupo
sensibilizado com OVA, como pode ser observada na figura 2, comparado
com o grupo controle NS (7,5+2,6 versus 0,9+0,4; x 10° leucdcitos.ml”,
p<0,001). O tratamento diario (OVA+DS) com salbutamol reduziu
significativamente o numero total de leucdcitos comparado com o grupo OVA
(3,4+1,8 x 10° leucdcitos.ml™, p<0,001). Nao foi observada redugao
significativa do numero total de leucécitos do grupo OVA apds tratamento
com salbutamol intermitente, ou seja, tratados a intervalos de 96 horas

(4,8+3,1 10° leucocitos.ml™, p=0,155).
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Apos a contagem diferencial dos leucdcitos nas laminas de lavado
broncoalveolar, os dados foram corrigidos para serem expressos em células
por volume de lavado broncoalveolar recuperado, multiplicando-se os
percentuais de macréfagos, linfécitos, neutréfilos e eosindfilos com os

valores de leucdcitos totais, em cada animal estudado.

Na quantificacdo de macréfagos recuperados, observamos aumento no
grupo OVA comparado com o grupo NS (2,5+1,3 versus 0,7+0,3; x 10°
macréfagos.ml”’, p=0,014). Nio se observou queda significativa de
macrofagos apos tratamento com salbutamol intermitente (OVA+IS) ou diario
(OVA+DS), respectivamente: 1,8+0,8 10° macrofagos.ml™ e 2,9+1,4 10°

macréfagos.ml™, como se pode observar na figura 3.

A figura 4 representa os dados de quantificagcdo de linfécitos no lavado
broncoalveolar. Aqui também, somente o grupo OVA apresentou aumento
significativo de linfécitos, comparado com o grupo NS (9,2+7,4 versus
1,3+0,9 x 10* linfécitos.ml™”, p=0,035), enquanto que ambos os tratamentos
com salbutamol ndo mostraram modificacdo da contagem de linfécitos
(OVA+IS e OVA+DS, respectivamente 5,5+56; x 10* linfécitos.ml”’ e

2,8+2,5; x 10* linfécitos.ml™).

Quanto aos neutréfilos, o modelo de inflamagéo obtido apresentou
aumento do numero de neutrofilos, onde o grupo OVA apresentou valores

maiores que o grupo controle (15,8+12,4 versus 6,0£5,8; x 10
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neutréfilos.ml™, P=0,002). Podemos observar na figura 5 que ambos os
tratamentos, OVA+IS (regime intermitente) e OVA+DS (regime regular)
apresentaram valores de neutrofilos significativamente inferiores ao do grupo
OVA [(OVA+IS versus OVA: 3,5+¢3,7 x 10* versus 15,8+12,4 x 10
neutréfilos.ml™, p=0,01) e (OVA+DS versus OVA: 2,6+2,6 x 10* versus
15,8+12,4 x 10* neutrofilos.ml”, p=0,008), indicando a capacidade do
salbutamol, independentemente do regime empregado, em influenciar no

recrutamento de neutrdfilos para o lUmen da via aérea.

Além disso, o modelo apresentado mostra aumento significativo de
eosindfilos para os animais do grupo OVA quando comparados com aqueles
do grupo salina NS: 248,0+165,4 x 10° versus 2,6+1,9 x 10° eosindfilos.ml™,
p<0,05. Apds a inducdo da inflamacado, somente o tratamento diario com
salbutamol mostrou reduzir o recrutamento de eosinéfilos ao compartimento
mensurado pelo lavado broncoalveolar (13,9+6,3 x 10° eosindfilos.ml™,
p<0,05), sugerindo uma enquanto que o tratamento com salbutamol no
regime intermitente (inalacdo a cada 96 horas) n&o apresentou redugéo

significativa, como podemos observar na figura 6.
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Quantificagcdo de Niumero de Leucdcito Total no Lavado Broncoalveolar
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Figura 2. Numero total de células leucocitarias recuperadas no lavado
broncoalveolar. * p<0,001 comparado com grupo salina (NS). ** p=0,021
comparado com o grupo OVA. Os grupos sao: NS — salina normal, OVA —
inflamado com ovoalbumina, OVA+IS — inflamado com OVA e tratado com
salbutamol a cada 96 horas, e OVA+DS - inflamado e tratado com
salbutamol diario.

O grupo de animais expostos a OVA, de acordo com o protocolo
realizado, apresentou expressiva e significativa elevacdo do numero de
leucdcitos no “BAL”. O tratamento com salbutamol reduziu a contagem, que

foi significativa no grupo OVA+DS.
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Quantificacdo de Macrofagos no Lavado Broncoalveolar
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Figura 3. Numero de macréfagos recuperado no lavado broncoalveolar.
* p=0,014 comparado com controle NS. Os grupos sdo: NS — salina normal,
OVA - inflamado com ovoalbumina, OVA+IS — inflamado com OVA e tratado
com salbutamol a cada 96 horas, e OVA+DS - inflamado e tratado com
salbutamol diario.

A contagem de macréfagos € estatisticamente superior no grupo OVA,
comparado a NS. Houve aumento proporcional de macréfagos no grupo

OVA+DS, embora sem significado estatistico.
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Quantificacéo de Linfocitos no Lavado Broncoalveolar
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Figura 4. Linfécitos quantificados no lavado broncoalveolar. * p=0,035
comparado com controle NS. Os grupos s&o: NS — salina normal, OVA —
inflamado com ovoalbumina, OVA+IS — inflamado com OVA e tratado com
salbutamol a cada 96 horas, e OVA+DS - inflamado e tratado com
salbutamol diario.

A exposicao a OVA elevou significativamente o numero de linfécitos a
BAL dos animais expostos a OVA. O tratamento com salbutamol reduziu

estes valores embora sem que haja diferencga significativa.
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Quantificacdo de Neutrofilos no Lavado Broncoalveolar
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Figura 5. Neutrofilos quantificados no lavado broncoalveolar. * p<0,02
comparado com controle NS. ** p=0,010 comparado com o grupo OVA. Os
grupos sao: NS - salina normal, OVA - inflamado com ovoalbumina,
OVA+IS — inflamado com OVA e tratado com salbutamol a cada 96 horas, e
OVA+DS - inflamado e tratado com salbutamol diario.

O numero de neutrdfilos € significativamente maior no BAL de animais
submetidos a OVA. Ocorreu redugao estatisticamente intensa nos grupos
expostos a OVA e tratadas com salbutamol, independentemente do regime

empregado.
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Quantificacdo de Eosinéfilos no Lavado Broncoalveolar
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Figura 6. Eosindfilos quantificados no lavado broncoalveolar. * p<0,01
comparado com controle NS. ** p<0,01 comparado com o grupo OVA. Os
grupos sao: NS - salina normal, OVA - inflamado com ovoalbumina,
OVA+IS — inflamado com OVA e tratado com salbutamol a cada 96 horas, e
OVA+DS - inflamado e tratado com salbutamol diario.

Ocorreu incremento no numero de eosindfilos recuperados do BAL do
grupo OVA. O tratamento com salbutamol reduziu este contigente celular,
que ocorreu de modo significativo e expressivo nos animais que receberam

inalagdes diarias de f»-agonista.
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5.3. ESTUDO HISTOPATOLOGICO

No estudo de histopatologia, quantificamos as células linfomononucleares
(LMN) na parede de vias aéreas e no septo alveolar, junto com as
respectivas areas de tecido, por meio da contagem de pontos. Os valores
apresentados foram calculados, dividindo-se o numero de células sobre a
area obtida, corrigida para uma mesma quantidade de area (10* umz)
equivalente a contida no interior de um reticulo no aumento de 1000x. As
células linfomononucleares observadas foram essencialmente compostas de

linfécitos e macréfagos alveolares.

Na parede de vias aéreas, parede peribronquica, observamos maior
quantidade de células LMN nos animais OVA, comparados com O grupo
controle, como podemos observar na figura 7 (3,8t1,6 versus 0,4+0,6
células/10*um?, p=0,006). Ambos os tratamentos com salbutamol n&o
apresentaram redugao de células LMN peribronquicos: OVA+IS e OVA+DS
apresentaram  respectivamente  4,1+1,9 células/10°um? e 3,9+2,5
células/10*um? (p=0,998 e p=1, respectivamente comparado com o grupo

OVA).

A figura 8 apresenta os dados da quantificacdo das células
linfomononucleares no septo alveolar dos quatro grupos estudados. Os
animais OVA apresentaram maiores valores de LMN, comparados com o0s

animais do grupo controle: OVA vs NS - 99+22 versus 2,8+2,5
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células/10*um?, p=0,003. Apenas o tratamento intermitente com salbutamol
foi capaz de atenuar a resposta linfomononuclear da inflamagao induzida por
ovoalbumina (6,5+1,5 células/10*um? p=0,016; comparado com o grupo
OVA) enquanto que o tratamento diario apresentou valores semelhantes aos
observados nos animais OVA (9,4+1,3 células/10*um?, p=0,971 comparado

com OVA).
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Quantificacdo de Células LMN na Parede Peribrénquica
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Figura 7. Numero de células linfomononucleares quantificados na parede
de vias aéreas por morfometria. * p<0,006 comparado com o grupo salina.
Os grupos sao: NS - salina normal, OVA - inflamado com ovoalbumina,
OVA+IS — inflamado com OVA e tratado com salbutamol a cada 96 horas, e
OVA+DS - inflamado e tratado com salbutamol diario.

O infiltrado de LMN das paredes bronquicas dos animais expostos a OVA
foi significativamente superior a aqueles dos animais controle (salina). O

tratamento com salbutamol ndo afetou esta resposta.
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Quantificacdo de Células LMN no Parénquima Pulmonar
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Figura 8. Numero de células linfomononucleares quantificados nos

Septos alveolares por morfometria. * p<0,001 comparado com o grupo NS.

** p=0,016 comparado com o grupo OVA. Os grupos sédo: NS — salina

normal, OVA - inflamado com ovoalbumina, OVA+IS — inflamado com OVA

e tratado com salbutamol a cada 96 horas, e OVA+DS - inflamado e tratado

com salbutamol diario.

O infiltrado de LMN nos septos alveolares foi expressivamente maior para

0 grupo de animais expostos ao antigeno (OVA) em comparagdo aos

controles (NS). O tratamento com salbutamol provocou reducgao significativa

do infiltrado inflamatério para os animais expostos a OVA e que receberam

[2-agonista a intervalos de 96 horas (OVA+IS).
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5.4. CITOQUIMICA PARA EOSINOFILOS EPO+

O numero de eosinodfilos EPO+ cianeto resistentes foram quantificados
tanto na parede peribrédnquica quanto no septo alveolar. Observamos que o
modelo de inflamagdo pulmonar em camundongos desenvolvido mostrou
positividade para EPO em ambos os compartimentos, mesmo apdés mais de

30 dias de exposig¢ao a ovoalbumina.

Na parede peribrénquica (figura 10) houve aumento significativo de
células EPO+ no grupo OVA, comparado com o grupo controle NS. Os
animais tratados com salbutamol n&o apresentaram redugao
estatisticamente significativo, apesar de mostrarem tendéncia para menor
expressao de eosindfilos EPO+, comparados com os animais OVA, como
podemos observar na figura 9. OVA versus NS: 4,2+1,9 versus 0,2+0,3
eosindfilos EPO+/10*um?, p<0,001. Grupos OVA+IS e OVA DS apresentam
0s seguintes valores respectivamente: 1,9+0,8 e 3,2+1,6 células

EPO+/10%*um?.

A quantificagdo de eosindfilos EPO+ no septo alveolar mostrou-se
elevado no grupo OVA em relagdo ao grupo NS (3,2+0,9 versus 0,7+0,5
células EPO+/10%*um?, p<0,001), enquanto que ambos os tratamentos com
salbutamol apresentaram efeito modulador do recrutamento de eosindfilos
para o septo alveolar, que se reduziu significativamente, comparado com o

grupo OVA como podemos observar na figura 11 [OVA+IS e OVA+DS:
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1,4+0,9 (p=0,003) e 1,9+t04 (p=0,043) células EPO+/10*um?,

respectivamente].
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Quantificacdo de Células EPO+ na Parede Peribrénquica
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Figura 9. Numero de eosindfilos EPO+ quantificados na parede de vias

aéreas por morfometria. * p<0,001 comparado com o grupo NS. Os grupos

sao: NS — salina normal, OVA - inflamado com ovoalbumina, OVA+IS —

inflamado com OVA e tratado com salbutamol a cada 96 horas, e OVA+DS —

inflamado e tratado com salbutamol diario.

A inalagdo com OVA provocou aumento significativo na expressado de

células EPO+ na parede de vias aéreas. O tratamento com fr-agonista

reduziu, de forma nao significativa, esta expressédo, que foi maior nos

animais tratados com salbutamol diariamente.
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Quantificacdo de Células EPO+ no Parénquima Pulmonar

Células EPO+ (células/10* um?)

NS OVA OVA+IS OVA+DS

Figura 10. Numero de eosindfilos EPO+ quantificados na parede
alveolar por morfometria. * p=0,003 comparado com o grupo NS. **
p=0,043 comparado com o grupo OVA. Os grupos s&o: NS — salina normal,
OVA - inflamado com ovoalbumina, OVA+IS — inflamado com OVA e tratado
com salbutamol a cada 96 horas, e OVA+DS - inflamado e tratado com
salbutamol diario.

A positividade de células EPO+ foi significativamente maior no
parénquima pulmonar do grupo sensibilizado com OVA. O tratamento com
salbutamol reduziu significativamente esta expressdo, independentemente

do tipo de regime de salbutamol proposto.
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Figura 11. Fotomicrografia mostrando corte transversal de vias aéreas.
Os painéis A e C representam os animais OVA, enquanto que os controles,
tratados apenas com salina, estdo representados em B e D. As figura A e B
sdo laminas coradas para eosindéfilos EPO+ cianeto resistentes e as figuras
C e D séo corados com hematoxilina e eosina. Observamos uma grande
quantidade de eosindfilos na figura A comparado com a C e ha um grande
infiltrado inflamatério em C comparado com D que mostra um bronquiolo
normal de camundongo Balb/c.

Os painéis A e B mostram a expressao de células EPO+ para o grupo
sensibilizado com OVA e controle, respectivamente. Enquanto que os
painéis C e D sdo amostras coradas para hematoxilina-eosina. Observa-se
menos infiltrado inflamatdrio celular para os animais salina. O grupo OVA

mostra um maior infiltrado, e maior expressdo de células EPO+.
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Figura 12. Fotomicrografia representativa de alvéolo de um animal
inflamado com OVA (esquerda) e de um animal submetido apenas a
tratamento com salina normal (direita). A coloragdo utilizada nessas
micrografias foram para eosindfilos EPO+ resistentes ao cianeto. Observa-
se maior densidade celular e expressdo de células EPO+ nos animais
submetidos a sensibilizagdo com OVA. O aumento utilizado para ambas as

fotografias fora de 400x.
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5.5. PCA PARA IGE EspPECiFICcA A OVA

No teste de anafilaxia cutanea passiva, quantificamos a imunoglobulina
IgE especifica para ovoalbumina, por meio da degranulagdo de mastdcitos
de um animal ndo sensibilizado. Observamos titulos elevados de IgE nos
animais dos grupos OVA, OVA+IS e OVA+DS. Os animais controles (NS)
nao apresentaram reacdo de degranulagdo e formacdo de edema,
observado pelo extravasamento do Azul de Evans. Entre os grupos
tratamento e o grupo OVA, nado conseguimos detectar diferengas na
producao de IgE (figura 13). O titulo maximo de IgE nos trés grupos: OVA,
OVA+IS e OVA+DS foi 1:160. Os menores titulos de IgE foram obtidos no
grupo OVA+IS, com valores entre 1:20 até 1:160. O grupo OVA+DS

apresentou titulos entre 1:40 a 1:160.
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Quantificacdo de IgE Especifica a OVA por

Reacéo de Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA)
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Figura 13. Log decimal do titulo de IgE obtida por meio da reacao de
Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA). Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados OVA, OVA+IS e
OVA+DS. O grupo controle, que nao esta apresentado na figura, apresentou
reagao negativa. Os grupos sao: NS — salina normal, OVA - inflamado com
ovoalbumina, OVA+IS — inflamado com OVA e tratado com salbutamol a

cada 96 horas, e OVA+DS - inflamado e tratado com salbutamol diario.
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O modelo desenvolvido no presente estudo apresentou correlagao
fisiopatoldégica com a doenga estudada, a asma, onde ha a presenca de
infiltrado inflamatoério eosinofilico no lavado broncoalveolar, nas vias aéreas
e no parénquima pulmonar. Além disso, observamos um grande afluxo de
neutréfilos no modelo estudado, possivelmente pela caracteristica cronica da

inflamacao desenvolvida.

Os dados obtidos no modelo em discussdo se aproximam daqueles
observados no estudo denominado ENFUMOSA, no qual se estudou as
caracteristicas inflamatérias de pacientes asmaticos persistentes graves, foi
observado, no escarro induzido, a presenca de eosindfilos como ja era

esperado, e de grande numero de neutrofilos (ENFUMOSA, 2003).

Varios protocolos de inflamagdo pulmonar induzida por OVA
apresentados na literatura ndo sao modelos cronicos, como sao
denominados. Quase todos os modelos sdo obtidos apds duas inje¢des
intra-peritoneais de ovoalbumina adsorvida em hidroxido de aluminio, com
intervalo de 12 a 14 dias. Apds o periodo de sensibilizacdo, segue-se um
repouso de 12 a 14 dias e ha desafios inalatérios ou intra-nasais de solugao
de ovoalbumina. Geralmente, variam entre um Unico a até sete desafios
consecutivos. Existem poucos modelos descritos que estendam o desafio a

periodo superior a trinta dias.
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Desafios mantidos por periodos superiores a 30 dias proporcionam, com
maior probabilidade, alteragdes estruturais semelhantes aquelas
denominadas de remodelamento nos portadores de asma. Além disso,
injecdes intraperitoneais exclusivas de antigeno nao garantem a inflamacéao
pulmonar com predominio de eosindfilos, motivando pesquisadores a
buscarem desenvolver modelos, como o de implante subcutaneo de

ovalbumina, nesta espécie animal, para tal objetivo (Russo et al., 1998).

O esforgo na direcdo da obtencdo de modelos assim desenvolvidos vem
no sentido de permitir maior aproximacdo com os eventos observados na
pratica clinica, facilitando o transporte de estudos que permitam melhor
compreender a fisiopatologia da doenga, permitindo programar intervencoes

melhor controladas.

Em nosso estudo, apoés quase dois anos de tentativas, conseguimos
obter o modelo descrito em métodos, ao qual acrescentamos desafios
inalatorios por trinta dias, durante quinze minutos, apds a primeira inalagao
de OVA 1%. Além disso, no periodo de fase piloto, por causa da dificuldade
de importacdo de material de consumo, decidimos por utilizar uma
ovoalbumina de origem nacional (Albumina de ovo liofilizada, Advanced
Nutrition Ltda, Rio de Janeiro, Brasil), a qual proporcionou parametros
inflamatoérios no lavado bronco-alveolar, semelhantes aos obtidos com a
ovoalbumina ultrapurificada de origem estrangeira (Chicken egg albumin

grade lll, Sigma-Aldrich).
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Aos desafios inalatdrios, adicionamos mais duas inje¢des intra-
peritoneais, para a manutencdo do processo inflamatério nos niveis
observados em estudos que realizaram sete desafios em dias intercalados.
Realizamos na fase piloto, um experimento onde n&o foram administrados
as injecdes adicionais de OVA+AI(OH);. A nao realizagcdo das injecoes
adicionais reduziu a intensidade da inflamagao, a valores semelhantes aos

controles, que apenas receberam inalagdes de salina.

No inicio deste trabalho, antes da proposta das injegbes i.p., tentamos
promover a sensibilizagcdo por meio de injecdes intra-musculares, ndao se
conseguindo inflamar as vias aéreas, e tampouco promover a formacgao de
anticorpos IgG e IgE anafilatica, avaliada por meio da reagao de anafilaxia
cutanea passiva. Na fase seguinte, apds busca na literatura, abandonamos o
modelo de sensibilizagdo intra-muscular e direcionamos o estudo para os
modelos classicos, com injec¢ao i.p.. Nosso protocolo partiu da reprodugao
de um dos modelos propostos na literatura, onde substituiu-se o implante de
OVA por injecoes i.p. (Russo et al., 1998), e de trés inalagdes diarias de

OVA, para apenas um desafio inalatério diario de OVA.

Apos obtengdo do modelo, procuramos na literatura a dose de salbutamol
utilizada nos estudos com camundongos. Praticamente, quase nao ha
estudos onde se usou o salbutamol ou outro agonista f2-adrenérgico em

modelos de inflamag&o pulmonar crénica em camundongos. Dessa forma,
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achamos razoavel a administragdo da mesma concentragdo de salbutamol
(0,1mg/ml) como o realizado em estudo prévio com cobaias (Kasahara,
2001). Até 2002, na literatura observamos a utilizacdo do salbutamol
ofertado diretamente no ventilador, com o animal traqueostomizado ou
entubado, ou em estudos in vitro, onde o salbutamol é adicionado ao banho

do tecido pulmonar estudado.

Os regimes de tratamento utilizados neste trabalho derivam de uma
pergunta clinica: “A mortalidade atribuida do uso de pr.-agonista pode
resultar do tipo de regime empregado?”. Assim, partimos da hipdtese de que
o regime diario de salbutamol seria prejudicial a inflamagéo, enquanto que o
regime de demanda (administrada a cada 96 horas) provocaria redu¢ao do
processo inflamatério no modelo estudado. Em estudo anterior, observou-se
que o salbutamol regular (5 vezes por semana) aumentava o titulo de 1gG1
anafilatica em cobaias sensibilizadas com OVA, além de reduzir o nivel de
potassio plasmatico, constituindo esse regime de tratamento, um risco para
os médicos e principalmente para os pacientes, uma vez que tais achados
sugerem maior resposta imunoldgica e perda de potassio que pode se

relacionar com outras comorbidades.

No presente estudo, o titulo de IgE especifica a ovoalbumina observada
pela reagdo de anafilaxia cutdanea passiva (PCA) apresentou valores
elevados no grupo OVA, enquanto que os camundongos do grupo controle

nao apresentaram reacao positiva apos desafio i.v. de OVA.
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Neste estudo, a idéia inicial foi avaliar de forma mais controlada, nos dois
regimes propostos, a atividade de modulagcédo do processo inflamatorio pelo
salbutamol, e se possivel também, por algum agonista f2-adrenérgico de
longa acé&o, como o salmeterol e o formoterol. Uma das hipdteses a ser
testada era a atuagcdo dos fh-agonistas sobre os linfocitos T helper,
possivelmente modificando a polarizagcdo Th1/Th2. Observamos ainda, no
estudo anterior, que os animais tratados sob regime de demanda
apresentaram uma melhor tolerancia ao antigeno inalatério, observada pelo
aumento do tempo de exposicdo a OVA até o surgimento de sintomas de
desconforto respiratério causados por broncoconstriccdo, o que de certa
forma, pode também ser deletério. O maior tempo de exposicao ao antigeno
inalado representa de algum modo, maior probabilidade de intensificagao da

inflamacao, a menos que o fendmeno de tolerancia imunoldgica ocorra.

O momento de sacrificio dos animais foi baseado em observagdes da
literatura e em nossos dados experimentais. A literatura mostra que existe
aumento de células inflamatérias entre 24 a 72 horas apds o ultimo desafio

antigénico, com pico de eosindfilos em aproximadamente 48 horas
(Tomkinson et al., 2001; Takeda et al., 2001; Shinagawa & Kojima, 2003).
Na fase piloto, durante o processo de obtengdo do modelo de inflamacéo, foi

realizada uma avaliagcdo temporal da inflamacdo, quantificando-se os

leucdcitos recuperados no lavado broncoalveolar. Observamos que o pico da
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resposta inflamatdria coincidia com aquele observado por Tomkinson et al.

(2001), refletindo uma resposta tardia apos administracdo antigénica.

E importante realgcar que o tempo, em que os animais foram sacrificados,
representa a fase de resposta tardia ao alérgeno, onde ha maior resposta
inflamatoéria como observado em outros estudos experimentais e em dados
coletados no laboratério, na fase piloto deste experimento. Nao estudamos a
fase imediata porque, a pergunta inicial do trabalho referia-se a influéncia do
agonista f2-adrenérgico sobre o processo inflamatério crénico em vias
aéreas e no parénquima pulmonar, e nao sobre a resposta de
responsividade ou reatividade brénquica. Entretanto, estudar ambas as
respostas seria interessante, do ponto de vista de tentar elucidar qual das

fases sofre maior influéncia dos medicamentos adrenérgicos.

O tratamento com salbutamol sé foi iniciado a partir do ponto em que o
animal estava inflamado. Pode-se perguntar: o que poderia ocorrer quando
se administra salbutamol simultaneamente ao momento da indug¢do do
processo inflamatério. Apesar dos resultados n&o estarem sendo
apresentados nesta tese de conclusdo de doutoramento, os dados de
quando se administrou salbutamol desde o inicio de sensibilizagdo, foram

coletados, porém ainda nao se concluiu a analise.

Os resultados obtidos por esse trabalho mostram alguns fatos

interessantes. Em primeiro lugar, ndo se observou diferenga na produgao de
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anticorpos anafilaticos da classe da IgE entre os grupos estudados: OVA,
OVA+IS e OVA+DS. Apenas os animais do grupo controle produziram titulos
detectaveis (figura 13). Podemos especular que ha uma tendéncia de
reducao do titulo de IgE em alguns animais do grupo tratado com salbutamol
de forma intermitente. Tal fato denota que o salbutamol ndo apresenta
influéncia sobre a génese de IgE especifica a OVA, apesar de nao ter sido
mensurada o titulo de anticorpos IgG1 especifica a OVA nos soros, devido
ao reduzido volume obtido, e também pela maior relevancia da IgE no
modelo murino. E um fato curioso, pois no estudo anterior, realizado em
cobaias (Kasahara, 2001), observamos que o tratamento cinco vezes por
semana (DS) aumenta significativamente o titulo de IgG1 anafilatica, nao se
observando titulos detectaveis de IgE, mesmo nas cobaias do grupo OVA.
Frise-se que em cobaias o anticorpo esperado como resposta antigénica
especifica é a IgG1. No mesmo estudo, mostramos uma reducao de IgG1
anafilatica em animais que foram tratadas com salbutamol apenas duas

vezes por semana (IS) (Kasahara, 2001).

Possivelmente, no modelo murino a sintese de IgE ou de outros
anticorpos anafilaticos ndo sao influenciados pela atividade adrenérgica.
Entretanto, esse dado deve ser cuidadosamente analisado, pois nao foi
realizada cultura de linfécitos e teste de linfoproliferagdo estimulada com
OVA em meio contendo o farmaco estudado, para a dosagem de anticorpos
e de atividade linfocitaria por quantificagdo de citocinas. Esse experimento

poderia confirmar se existe influéncia do salbutamol sobre a ativagao de
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linfécitos T e a sintese de citocinas pro-inflamatérias ou mesmo anti-
inflamatdrias, confirmando a atividade imunomoduladora dos agentes f-
agonistas sobre os linfécitos e sobre os dados de inflamagéo apresentados

nesta tese.

Na avaliagao da atividade inflamatéria, o que nao foi possivel no trabalho
anterior, se observa que o tratamento com salbutamol diario (OVA+DS)
produziu atenuacdo da resposta inflamatéria observado nos seguintes
parametros: células totais recuperadas no BAL, neutréfilos e eosindfilos
quantificados no BAL e eosindfilos EPO+ no parénquima pulmonar. Os
animais tratados de forma intermitente (OVA+IS) tiveram reducgao
significativa do numero total de células no BAL, neutrdéfilos quantificados no
BAL, células LMN no parénquima pulmonar e eosindfilos EPO+ no
parénquima pulmonar. Assim, estes resultados podem representar uma
discreta atividade imunomoduladora regime/dose dependente de salbutamol
neste modelo. Observou-se uma tendéncia de redugéo, néo significativa, de
linfécitos no lavado broncoalveolar, nos animais tratados com salbutamol,

sobretudo no grupo OVA+DS.

Em cobaias, observou-se que o formoterol, um outro agonista A2-
adrenérgico de agao prolongada, possui a capacidade de inibir a
condutancia de vias aéreas apds desafio com histamina na fase imediata da
resposta induzida por antigeno. Além disso, Sugiyama et al. (1992)

observaram que esse medicamento poderia reduzir o influxo celular para o
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compartimento de vias aéreas, estudado por meio da quantificagdo de
leucocitos no lavado broncoalveolar, apos administracdo de dose unica de
formoterol por via inalatéria 10ug/ml durante 2 minutos, 15 minutos antes do
desafio com histamina (Sugiyama et al., 1992). Em nosso trabalho,
observamos também reducgao de leucdcitos no lavado broncoalveolar, apos

tratamento prolongado com salbutamol.

A participagao dos agentes fr-adrenérgicos sobre a inflamagao pulmonar,
induzida por alérgenos, ainda nao esta completamente elucidada. Pairam
duvidas, decorrentes de observagdes clinicas e epidemiolégicas quanto a
seguranca do uso de agentes /»-adrenérgicos de curta agdo, sendo certa e
inquestionavel sua precisa atuagdo nos momentos de crise, provocando o
relaxamento da musculatura lisa peribrébnquica, com consequente melhora

dos sintomas respiratorios (Sears et al., 1990; Spitzer et al., 1992).

O classico trabalho de Sears et al. (1990) ainda nédo foi completamente
contradito, e na pratica médica, os f»-agonistas de curta agcado sdo prescritos

com orientagao e cuidado.

No presente estudo, observou-se expressiva redugcdo do processo
inflamatorio (eosindfilos e neutréfilos) no lavado recuperado e no septo
alveolar (parénquima), independentemente do regime de tratamento
empregado. O uso diario de salbutamol no modelo em estudo proporcionou

reducdo da atividade inflamatéria nos compartimentos pulmonares, luz da
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via aérea (analisado por meio do lavado brénquico) e parénquima pulmonar.
Ja na parede das vias aéreas nao houve modificagdo da inflamagao

desencadeada pela exposi¢ao crénica do antigeno.

O uso de salbutamol de forma intermitente provocou atenuacido da
inflamacdo de um modo mais proporcional, nos trés compartimentos

avaliados, com menor efeito na parede de vias aéreas.

A andlise da resposta inflamatéria nos trés compartimentos pulmonares
estudados, sob os dois diferentes regimes de tratamento permitem concluir,
que no estrito ponto de vista da inflamagdo, o tratamento intermitente
participa como coadjuvante antiinflamatério, ndo dispensando, é claro, o uso
dos tratamentos antiinflamatérios classicos e fortemente baseados em
evidéncias, como os corticosterdides, administrados na forma inalatéria ou

mesmo sistémica.

O fato de nenhum dos dois regimes ter atuado, de forma significativa, no
controle da inflamagao no nivel de parede da via aérea preocupa. Do ponto
de vista clinico, busca-se um meio fidedigno, seguro, reprodutivel e
minimamente invasivo de se obter amostras do ambiente pulmonar de
asmaticos, no sentido de se saber com melhor precisdo, o estado da
inflamacado, uma vez que é amplamente conhecida a discordancia entre
dados clinicos, funcionais pulmonares e o real estado da inflamagao, na

pratica médica.
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Os resultados obtidos com o presente trabalho reforgam os achados dos
estudos epidemiologicos que associaram mortalidade a quantidade de f-
agonista utilizado. Reduzir o componente inflamatério no lavado
broncoalveolar, sem a respectiva atenuacido na parede de vias aéreas
possibilita 0 mascaramento da inflamagé&o ao se empregar os métodos de
escarro induzido ou do lavado brénquico ou alveolar, impedindo a prescricdo
adequada de corticosterdide aos portadores de asma que fazem uso de f-

agonista de curta acéo.

A redugdo da atividade inflamatéria no parénquima pulmonar é
interessante, uma vez que pacientes com sintomas de asma persistente
grave, apresentam inflamagao de vias aéreas e de parénquima pulmonar
(Kay, 1991; Roche, 1998; Hamid et al., 1997; ENFUMOSA, 2003). O
tratamento com agente f»-agonista poderia, junto aos corticosteroides
reduzir a inflamacdo nesse compartimento e dessa forma reduzir os
sintomas de asma nos pacientes em condi¢des mais graves. Alids, como
tratamento preconizado, ja se utiliza uma estratégia semelhante, na qual o
paciente utiliza um agente f-adrenérgico de longa agéo, associado com
corticosteréides administrados na forma de po aspiravel. O uso dessa
associacdo demonstrou, inclusive, redugdo do remodelamento de vias

aéreas apos trés meses (Orsida et al., 2001).
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E licito afirmar da existéncia da atuagéo dos agonistas f-adrenérgicos
sobre linfécitos T CD4+, onde podem ocorrer tanto, aumento da resposta

inflamatéria (Gordon et al., 2003), ou mesmo redugdo da mesma (Farmer &
Pugin, 2000; Miyamoto et al., 2004). Farmer & Pugin (2000) sugerem que 0s

agonistas f»-adrenérgicos possam estar associados com a redugdo da
degradagdo do fator IkB, dessa forma, aumentando o sequestro
citoplasmatico de NFkB, que é responsavel pela sinalizagao intracelular que
leva a sintese de citocinas pré-inflamatérias. Muitos autores afirmam que a
atividade antiinflamatoria dos agonistas f-adrenérgicos é exercida por meio

da redugao da atividade de degranulagdo de mastécitos (Petersen & Skov,

1999; Chong et al., 2003; Scola et al., 2004a; Scola et al., 2004b; Tsuji et al.,

2004).

Poucos estudos abordam a possivel influéncia adrenérgica sobre os

linfécitos CD4+ na inflamagao pulmonar (Holen & Elsayed, 1998; Baramki et

al., 2002). Nenhum dos trabalhos descritos na literatura comparou in vivo
regime de tratamento intermitente e regular de agente f-agonista, como foi
realizado neste protocolo. No presente estudo, pode-se afirmar que o
tratamento com salbutamol influenciou na reducao de eosindéfilos no lavado
broncoalveolar e na parede de parénquima pulmonar. Considerando-se que
a atividade inflamatdria mensurada ocorreu na fase tardia e ndo na imediata,
podemos concluir que existe um mecanismo, possivelmente sobre linfécitos

T CD4+, que possa ter sido atenuado pelo tratamento com salbutamol. Essa
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imunomodulagdo adrenérgica provocaria uma redugao de citocinas pro-

inflamatorias, como observado por Farmer & Pugin (2000) e aumento da

expressdo de citocinas antiinflamatorias, como a IL-12 e o IFN-y. Dessa
forma, a hipdtese sugerida justificaria a redugdo da quantidade de células
inflamatdrias recuperadas pelo lavado broncoalveolar e de neutréfilos e
eosinofilos no mesmo liquido. Entretanto, na parede de vias aéreas, apesar
de apresentar um influxo inflamatério menor nos animais tratados com
salbutamol, ndo foi possivel detectar tais diferencas através da técnica de

morfometria de contagem de células.

Uma possivel abordagem experimental para elucidar a questao é fazer
cultura de linfocitos coletados de pacientes com asma, pela técnica de
broncoscopia com lavado broncoalveolar ou mesmo utilizando-se escarro
induzido, fazendo-se a separacdo celular e cultivando-os em meios de
cultura contento alta e outro baixa concentracdo de salbutamol. Apds isso,
dever-se-a quantificar as citocinas presentes no sobrenadante, a expressao
molecular das mesmas e de sinalizadores intracelulares como STAT3 e
STAT4, e realizar citometria de fluxo, para se saber se ha alguma diferencga
entre os linfécitos de um sujeito asmatico que pouco utilize o salbutamol,

daquele que faz uso crénico e quase regular de f-agonista.

Resumindo, conseguimos elaborar um modelo de inflamagao crénica com
predominancia de eosindfilos, induzida por alérgeno inalatério adequado

para as perguntas experimentais deste trabalho, no qual se exigiu periodo
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de inflamacédo pulmonar superior a 30 dias. Os resultados experimentais
com dois regimes de salbutamol sugerem que exista redugao da inflamagao
(considerando eosindfilos e neutréfilos) no lavado broncoalveolar e no
parénquima pulmonar. Essa redugcdo do processo inflamatério nao foi
ocasionada por modulagado da produgao de anticorpos IgE especificos ao
alérgeno. Portanto o agonista f-adrenérgico ndo possui papel na expressao

de anticorpos pelos Linfécitos B no modelo estudado



Conclusoes
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1.

Obtivemos um modelo de inflamagdo crénica induzida por
ovoalbumina em camundongos Balb/c a qual apresentou
predominancia de eosindfilos e neutrdfilos durante pelo menos 30
dias, sendo util para estudos farmacolégicos crénicos, ou mesmo de
fisiopatologia através de tratamentos crénicos com inibidores ou
indutores da atividade inflamatdria.

Salbutamol administrado de forma intermitente (a cada 96 horas)
apresentou reducdo da inflamacdo, observada no lavado
broncoalveolar, na quantificacdo de células linfomononucleares na
parede de vias aéreas e na quantificacdo de eosinéfilos EPO™ no
parénquima pulmonar.

Salbutamol administrado diariamente apresentou redugao da resposta
inflamatdria no lavado broncoalveolar e no parénquima pulmonar.

Os resultados dos grupos tratados com agonista p-adrenérgico
demonstram a participagdo adrenérgica na resposta inflamatoria,
modulando-as de forma dose dependente, possivelmente pela
ativacdo dos receptores adrenérgicos presentes na superficie dos

linfécitos T CD4+.
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