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RESUMO



Efeitos dos tratamentos com glicocorticéides, com antagonista do
receptor do cisteinil-leucotrieno D, e com o inibidor especifico da iINOS
na resposta inflamatéria e de remodelamento no tecido pulmonar
periférico em modelo de inflamag¢do pulmonar crbnica. [Tese]. Séo

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sado Paulo; 2011.

Introducdo: Estima-se que 10% dos doentes com asma tém sintomas e
limitacdes importantes, como exacerbagdes freqlientes ou reducio persistente
da funcao respiratoria As alteragcbes do parénquima pulmonar distal tem sido
recentemente abordadas na fisiopatologia da asma. Apesar do uso de
corticosterdides, pacientes com asma refrataria tém mais estresse oxidativo,
assim como apresentam ativagao da iNOS. Além disso, muitos dos dispositivos
utilizados para administragdo de esterdides inalatérios geram particulas que n&o
chegam efetivamente as vias aéreas distais e ao parénquima pulmonar.
Objetivos: Avaliamos os efeitos do tratamento com montelucaste ou
dexametasona tratamentos associados ou n&do a um inibidor especifio da
iINOS (1400W) na resposta eosinofilica, remodelamento da matriz
extracelular, estresse oxidativo, conteudo de actina, células positivas para
IL4, IL5, MMP9, TIMP1, IFNy, TGFB do parénquima em cobaias com
inflamagao crénica pulmonar. Métodos: As cobaias foram inaladas com
ovalbumina (grupo OVA) 2X/semana por 4semanas. Apds a 4% inalagado, as
cobaias foram tratadas diariamente com montelucaste (grupo OVAM
10mg/Kg/PO/dia) ou dexametasona (grupo OVAD 5mg/Kg/IP/dia). O inibidor

da iNOS, 1400W (grupo OVAW 1mg/kg/dia) foi administrado
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intraperitonealmente nos ultimos 4 dias (OVAW, OVADW e grupos
OVAMW). Apos 72 horas da 72 inalag&o, as cobaias foram anestesiadas, e
os fragmentos de tecido pulmonar distal foram submetidos a avaliagéo
histopatolégica. Resultados: Houve um aumento no infiltrado eosinofilco,
nas células positivas para IL4, IL5, TIMP1, MMP9, iNOS, IFNy TGFg,
conteudo de actina, isoprostano PGF2 alfa, fibras colagenas e elasticas nos
animais OVA em comparagdo com animais SAL (p<0,05). Houve uma
diminuicdo no numero de eosindfilos, células positivas para IL4, IL5, MMP9,
TIMP1, IFNy, TGFf, conteudo de actina, colageno e isoprostano PGF2 alfa
em todos os grupos tratados em comparagdo com animais OVA (p<0,05). O
conteudo de fibras elasticas foram reduzidas somente nos grupos OVAMW,
OVADW e OVAW em comparagao com animais OVA (p<0,05). A associagao
de 1400W e o tratamento com montelucaste (grupo OVAMW) potencializou
a reducdo do conteudo de actina, fibras elasticas, isoprostano PGF2 alfa de
células positivas para IL4, IL5, TIMP1, IFNy TGF( e iNOS em relacdo ao
grupo montelucaste (OVAM) (p<0,05). Os tratamentos com 1400W e
dexametasona (grupo OVADW) contribuiram para uma maior redu¢cdo do
conteudo das fibras elasticas, actina e isoprostanoPGF2 alfa e o numero de
células positivas para IL4, IL5, IFNy e TIMP1 em relagdo ao grupo
dexametasona (OVAD) (p<0,05). Conclusbes: O tratamento com
corticosterdides associados a inibicdo da iINOS contribuiu para uma maior
reducdo da remodelagcdo da matriz extracelular, diminuiu o estresse
oxidativo, e também foi eficiente para atenuar a resposta inflamatéria Th2 no

parénquima pulmonar distal. Por outro lado, o tratamento com montelucaste
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associado a inibicdo da iINOS mostrou uma maior eficicia para reduzir o teor
de fibras elasticas, a ativagdo do estresse oxidativo, conteido de actina e
expressao das células positivas para IL4, IL5 no parénquima pulmonar distal.
Estas associacbes podem representar futuras ferramentas farmacoldgicas
para o controle das altera¢6es histopatoldgicas pulmonares distais induzidas

pela inflamacéo crénica.

Palavras chave: Asma, Inflamacao alérgica crbnica, Estresse oxidativo,

Anti-leucotrienos, iINOS, Glicocorticoides
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SUMMARY



SOUZA, FCR. Efects of treatment with glucocorticoids, associated with
cisteinil-leukotriene D, antagonist and specific iINOS inhibitor in
inflammatory response and remodeling in pulmonary tissue of chronic
pulmonary inflammation model. [Thesis]. S&o Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

Introduction: It is estimated that 10% of asthma patients have symptoms
and important limitations such as frequent exacerbations or persistent
reduction of resiratory function, despite the use of corticosteroids. The
alterations of distal lung parenchyma have been recently evaluated on
asthma pathophysiology, particulary in patients with refractory asthma and
difficcult to control. These patients have increased oxidative stress
responses, mainly with significant activation of iINOS. Aims: We evaluated
the effects of montelukast or dexamethasone treatments associated or not to
an iNOS inhibitor (1400W) on eosinophilic response, extracellular matrix
remodeling, oxidative stress, actin content, IL4, IL5, MMP9, TIMP1, IFN
gama, TGF beta positive cells of distal lung parenchyma in guinea pigs with
chronic alergic inflammation. Methods: Guinea Pigs were inhaled with
ovalbumin (OVA group) twice a week for four weeks. After 4™ inhalation, GP
were treated with montelukast (OVAM group-10mg/Kg/PO/day) or
dexamethasone (OVAD group-5mg/Kg/IP/day). The treatment with iNOS
inhibitor 1400W (OVAW group-1mg/kg/day) was given daily in the last 4 days
(OVAW, OVADW and OVAMW groups). After 72 hours of 7" inhalation, GP

were anesthetized, lung strips were retired and submitted to histopathological
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evaluation. Results: There was an increase in eosinophilic infiltrate, in the
number of positive cells for IL4, IL5, TIMP1, MMP9, iNOS, IFN gama TGF
beta, actin, isoprostane PGF2 alpha, elastic and collagen fiber contents in
OVA animals comparing to SAL group (p<0,05). There was a decrease in the
number of eosinophils, IL4, IL5, MMP9, TIMP1, IFN gama, TGF beta positive
cells, collagen, actin and isoprostane PGF2 alpha content in all treated
groups compared to OVA animals (p<0.05), but the treatment with
montelukast did not reduce the positive cells for IFN gama, compared to OVA
(p>0.05). Elastic fiber content were reduced only in OVAMW, OVADW and
OVAW groups compared to OVA animals (p<0.05). The association of
1400W and montelukast treatments potentiated the reduction of actin, elastic
fibres and isoprostane PGF2 alpha contents and the number of IL4, IL5,
TIMP1, IFN gama, TGF beta and iINOS positive cells compared to
montelukast group (p<0.05). The treatments with 1400W and
dexamethasone contributed to a greater reduction of elastic fibers, actin and
isoprostane PGF2 alpha contents and the number of IL4, IL5, IFNgama and
TIMP1 positive cells compared to dexamethasone group (p<0.05).
Conclusions: Corticosteroid treatment associated to iINOS inhibition
contributes to a greater reduction of extracellular matrix remodeling,
decreases the oxidative stress, and also is efficient to attenuate the Th2
inflammatory response in distal lung parenchyma. On the other hand,
montelukast treatment associated to iNOS inhibition showed a higher efficacy
to reduce elastic fibres content, oxidative stress activation, actin content and

IL4 and IL5 expression in distal lung parenchyma. These associations may
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represent future pharmacological tools for controlling distal pulmonary

histopathological alterations induced by chronic inflammation.

Keywords: Asthma, Chronic allergic inflammation, Oxidative stress, Anti-

leukotrienes, INOS, Glucocorticoids
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1. INTRODUCAO



1.1 ASPECTOS GERAIS: DEFINICAO

Segundo a Global Initiative National of Asthma (GINA, 2010) a definicao
da asma é baseada em consequéncias funcionais da inflamacéo das vias
aéreas: “A asma é uma doenca cronica inflamatoria de vias aéreas onde diversas
células e elementos celulares desempenham um importante papel. A inflamacéo
crbnica causa aumento da hiper-responsividade de vias aéreas que tem como
consequéncia episodios recorrentes de sibilos, dispneia, tiragem intercostal e
tosse, particularmente a noite e pela manha. Esses episédios estdo normalmente
associados a obstrucdo variavel ao fluxo que é normalmente reversivel

espontaneamente ou com tratamento”.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Segundo os dados da Organizacdo Mundial de Saude de 100 a 150
milhdes de pessoas no mundo tém diagndstico de asma brénquica (WHO, 2000).
Estima-se que 180.000 pessoas morrem de asma por ano no mundo. De janeiro
a agosto de 2011, no Brasil, as crises asmaticas foram responsaveis por 158

Obitos (Datasus), sendo que 180 destes ocorreram no Estado de S&do Paulo.

Considerando as internagbes tendo como asma a causa principal, foram
contabilizadas, no mesmo periodo, pelo SUS, 121.331 em nivel nacional, que

geraram um custo de R$ 64.429.750,43. Mais de 50% destas internagdes
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(61.811) ocorreram em criancas de 0 a 10 anos, com 23 6bitos, sendo que
criangas com asma faltam trés vezes mais na escola comparativamente as que

ndo tém este diagnostico (Fowler et al., 1992; Amorim, Daneluzzi, 2001).

A asma acomete adultos jovens, em faixa etaria economicamente ativa,
sendo responséavel pela perda de trés milhdes de dias de trabalho por ano nos
Estados Unidos. Por acometer faixa etaria escolar e economicamente ativa, tem
alto impacto social e econdmico, com perda de produtividade e participacdo
reduzida na vida familiar, portanto, um problema de saude publica que gera alto

custo com medicacdes e internacdes de pacientes. (Daneluzzi, 2001)

1.3 FISIOPATOLOGIA

A inflamacé&o crbnica é o fator fisiopatogénico mais importante da asma.
Ocorre o recrutamento e ativagdo de células inflamatérias como os mastécitos,
os eosindfilos e os linfocitos de classe Th2. A inflamacéo presente na resposta
asmaética contribui para a hiper-responsividade das vias aéreas, desempenhando
papel fundamental na limitagdo ao fluxo aéreo, na contracdo do musculo liso
brénquico, no edema de vias aéreas e no aumento na produgdo de muco, que

caracterizam a fase tardia.

Episddios recorrentes de inflamacao crénica podem levar ao remodelamento

das vias aéreas e contribuir para que ndo ocorra reversibilidade na obstrugéo ao
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fluxo de ar em vias aéreas (Tiddens et al., 2000). S&o caracteristicas do
remodelamento pulmonar, descamacado epitelial das vias aéreas, alteracdo no
deposito/degradacdo dos componentes da matriz extracelular, como as fibras
colagenas e elasticas, o espessamento da membrana basal, a hipertrofia e
hiperplasia da musculatura lisa e epitelial, a elevacdo do numero de células

caliciformes e das glandulas submucosas (Kumar, 2001).

Diversos mediadores inflamatérios sé@o liberados pelos mastécitos
brénquicos (histamina, leucotrienos, triptase e prostaglandinas), pelos
macrofagos (fator de necrose tumoral TNF alfa, IL6, 6xido nitrico), pelos linfocitos
T (IL2, IL3, IL4, IL5, IL13 e fator de crescimento de colbnia de granulécitos GM-
CSF), pelos eosindfilos (MBP, ECP, EPO, mediadores lipidicos e citocinas),
pelos neutréfilos (elastase) e pelas células epiteliais (endotelina-1, mediadores
lipidicos, 6xido nitrico). Estes mediadores atuam na manutencao da inflamacéo

e, portanto, no remodelamento pulmonar.

O mecanismo de deposi¢édo de matriz extracelular parece ser dependente
de um balanco entre sua sintese e sua degradacéo. A deposicao de coladgeno no
tecido € controlada pelo balanco entre a ativagdo das metaloproteinases de
matriz (MMPs) que degradam coldgeno e outros componentes da matriz
extracelular e seus inibidores, conhecidos como inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs). A MMP2 (colagenase A), a MMP3 (estromeolisina),
MMP9 (gelatinase B) e a MMP12 (metaloelastase) estdo aumentadas em

asmaticos, embora a MMP9 pareca ser a principal (Kelly, Jarjour, 2003; Tagaya,
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Tamaoki, 2007), estando aumentada no sangue, no fluido do lavado

broncoalveolar, no escarro e em bidpsias de asmaticos (Atkinson, Senior, 2003).

As metaloproteinases de matriz estdo aumentadas em doencas
pulmonares nas quais ocorre remodelamento de vias aéreas como ha asma.
Suas ag¢les cataliticas dependem da clivagem de um predominio e da
presenca de um sitio de ligacdo ao zinco. Podem ser classificadas conforme
a proteina a ser clivada como colagenases, gelatinases ou estromeolisinas e

conforme a sua localizagdo, como por exemplo, MMP de superficie celular.

No pulméo, a MMP9 pode ser produzida por diversas células inflamatérias
(Ohno et al, 1997; Kelly et al., 2000; Atkinson, Senior, 2003; Ohbayashi,
Shimokata, 2005) e pode ativar mecanismos de reparo inadequados como a
ativacdo da producdo de TGF betal (fator transformador do crescimento beta),
aumentando a sintese de colagenos pelos fibroblastos que, por sua vez, estimula

os processos fibréticos (Lee et al., 2001).

Na asma ocorre além da fibrose subepitelial, um aumento do namero
de miofibroblastos, que parecem possuir capacidade de migracdo e maior
contratilidade apdés a broncoprovocagdo, sugerindo uma importancia do
miofibroblastos na patogénese da asma. Além de produzirem coldgeno, 0s
miofibroblastos ativados podem ainda contribuir com a inflamacgéo,
produzindo diferentes tipos de citocinas e quimiocinas (Spoelstra et al.,

2001).
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Os fibroblastos sdo frequentemente encontrados no tecido conectivo.
S&o responsaveis pela producdo de uma variedade de componentes da
matriz extracelular, como o coladgeno, reticulares e elasticas, laminina,
fibronectina, acido hialurénico, glicoproteinas da substancia extracelular
amorfa e proteoglicanos (Sheppard, Harrison, 1992; Spoelstra et al., 2001).
A membrana basal forma uma barreira entre 0 meio externo e o epitélio de
um lado e o intersticio do outro. Isto s6 é possivel pela presenca dos
componentes da matriz extracelular produzidos pelos fibroblastos (Roche et
al., 1989). A alteracdo no comportamento do fibroblasto parece ser fator

imprescindivel para que ocorra o remodelamento.

No processo de remodelamento que ocorre na asma brbnquica,
diversos eventos podem ser observados, como hiperplasia e hipertrofia da
musculatura lisa das vias aéreas (Ebina et al., 1993), aumento das glandulas
mucosas, espessamento da membrana basal, aumento no ndamero de
células claras no epitélio das vias aéreas (Laitinen et al., 1993), alteracéo
dos componentes da matriz extracelular, maior nimero de miofibroblastos
com aumento na deposicdo de colageno, aumento no nimero de vasos
sanguineos e alteragdes estruturais no tecido pulmonar periférico, ocorrendo
também um aumento de metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores

especificos (Roche et al., 1989).

Alguns autores sugerem que a degradacdo dos componentes da

matriz extracelular pelas MMPs e outras proteinases, ocorra na fase
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imediata da asma e a producdo aumentada de TIMP1 possa ocorrer na fase

tardia deste processo (Chiappara et al., 2001; Vignola et al., 2003).

Apls ativacdo de vérias células inflamatérias, como mastdcitos,
eosindfilos, macrofagos e neutrdfilos, pode ocorrer a formacao de radicais livres
de oxigénio (anion superoxido, perdxido de hidrogénio e hidroxila). O aumento
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e reativas de nitrogénio (RNS)
€ responsavel por varios efeitos deletérios nas vias aéreas, induzindo diversas
condicdes patologicas (Wood et al., 2003; Ricciardolo et al., 2004). Este aumento
pode ocorrer quando as células das vias aéreas e 0s tecidos sdo expostos ao
estresse oxidativo desencadeado pelo contato com poluentes ambientais,
infeccbes, reacbes inflamatdrias exacerbadas ou em situagdes nas quais 0s

sistemas antioxidantes do organismo estao diminuidos.

O contato destes agentes oxidantes com a membrana celular leva a
peroxidacdo da membrana celular lipidica, que é responséavel pela geragéo de
uma série de compostos ativos, analogos as prostaglandinas, conhecidas como
isoprostanos, recentemente descobertas (Morrow et al., 1990). Os isoprostanos
possuem potente atividade biol6gica e geralmente mediam certos aspectos da
les&o oxidativa. A via de formag&o dos isoprostanos fornece um mecanismo para
a geracao de vérias classes de isoprostanos provenientes do &cido araquiddnico,
independentes da via da ciclooxigenase (COX), onde os isbmeros F2-isoprostano
se destacam, pois foi a primeira classe de isoprostanos descoberta (Milne et al.,

2008).
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As classes diferem em relacéo aos grupos funcionais nos anéis prostanos.
Esta via tem o potencial de formar 64 estruturas isbmeras, sendo o0 isoprostano
PGF2 alfa um dos membros mais caracteristicos da classe F2-isoprostano
(Lawson et al., 1999). A atividade biolégica do isoprostano PGF2 alfa tem sido
investigada em varios sistemas demonstrando efeitos de vasoconstricdo e de
broncoconstricdo em pulmdes isolados de ratos (Kang et al., 1993). No pulméo, €
possivel detectar isoprostanos em células epiteliais, em macréfagos, no colageno
ao redor das vias aéreas e vasos, também no musculo liso de vias aéreas e

vasos (Talati et al., 2005).

Os niveis normais de F2-isoprostanos tém sido definidos em humanos
saudaveis (Fam, Morrow, 2003; Milne et al., 2007), sendo de relevancia a
avaliacdo do papel dos efeitos dos oxidantes enddgenos nas doencas, assim
como determinar o quanto intervencdes terapéuticas relacionadas ao estresse
oxidativo podem interferir na evolugdo fisiopatoldgica destes agravos. Foi
sugerido que os isoprostanos podem atuar como potentes constritores do
musculo liso (Kawikova et al., 1996), os quais s&o produzidos no tecido das vias
aéreas e podem contribuir com os efeitos fisicos observados durante a resposta
tardia na asma, existindo relacdo da gravidade da doenca com a concentracédo

de isoprostano PGF2 alfa no ar exalado (Montuschi et al., 1999).

Quando comparados aos individuos saudaveis, estudos demonstram a
elevada peroxidacao lipidica na asma, mensurada pelo isoprostano PGF2 alfa,
sendo que sua concentracdo estd aumentada em 3-4 vezes em asmaticos

persistentes (Wood et al, 2000). O aumento de isoprostanos no lavado
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broncoalveolar e na urina apds desafio com alérgeno representa uma evidéncia
gue as ROS e a peroxidacéao lipidica tém papel fisiopatologico significativo. Além
disso, 0 aumento da concentracdo de isoprostanos no lavado broncoalveolar, 24
horas ap6s o desafio alérgeno, fornece evidéncia direta de que os mesmos sdo
produzidos no tecido das vias aéreas e podem contribuir com os efeitos fisicos

observados durante a resposta tardia da asma (Milne et al., 2008).

O papel dos leucotrienos na fisiopatologia da asma tem sido intensamente
investigado nos Ultimos anos, j& que suas atividades bioldégicas produzem
alteracbes que se assemelham as encontradas na asma humana. Os
leucotrienos cisteinicos LTD, e LTE, possuem propriedades quimiotaticas
potentes e especificas para eosindfilos. Além disso, em humanos, os leucotrienos
cisteinicos séo potentes secretagogos, induzem a secre¢do de muco e reduzem
a motilidade ciliar respiratéria, 0 que reduz o transporte mucociliar (Marom et al.,
1982; Bisgaard, Pedersen, 1987; Bisgaard, 2001). Em controles de pacientes
asmaéticos a inalagdo de LTC, e LTD, causa broncoconstricdo, com LTD, sendo
1000 vezes mais potente do que a histamina (Barnes et al., 1984). O ciclo celular
e a proliferagdo tanto de musculo liso como de varias células hematopoiéticas
também podem ser estimulados pelos leucotrienos (Wenzel et al., 1995; Liu et al.,

1996; Horwitz et al., 1998).

O LTB, estimula a migracdo de neutrdéfilos, promovendo a adeséo destas
células ao endotélio através da ativacdo da expressdo de integrinas; com
consequente passagem através da barreira alvéolo-capilar e associado ao

aumento da permeabilidade microvascular (VanderMeer et al., 1995; Jancar S et
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al., 2001). Este processo induz a reducdo da integridade da barreira,
extravasamento de liquido e proteinas plasméticas e consequente formacao de
edema. O LTB, também estimula a ativacdo de neutrdfilos, levando a
degranulacéo e liberacdo de outros mediadores, enzimas e espécies reativas de
oxigénio (Busse WW, 1998). Ha evidéncias de que este mediador possa
aumentar a permeabilidade microvascular através de uma acgdo direta sobre

células endoteliais, independente de neutrdéfilos (Burgess CA et al., 1990).

1.4 O OXIDO NITRICO

O o6xido nitrico (NO) € uma molécula mensageira que exerce papel
significativo em muitos processos fisiolégicos e patoldgicos, além de regular
varias funcdes em células e tecidos, como vasodilatacdo, neurotransmisséo e
processos imunolégicos (Ricciardolo, 2003; Ricciardolo et al., 2004). Na
patogénese da asma brénquica, € sabida a participacdo do NO, porém seu papel
na inflamacdo ainda tem sido alvo de diversos estudos. O NO atua como
neurotransmissor do sistema i-NANC (componente inibitério do sistema néo-
adrenérgico ndo-colinérgico) com acéo relaxante sobre o muasculo liso das vias
aéreas (Ricciardolo, 2003), podendo ser encontrado em abundancia no sistema
nervoso central e periférico (Knowles RG et al., 1989), e como neurotransmissor
classico na regulacdo da motilidade gastrointestinal, do fluxo sanguineo regional

e da fungdo neuroenddcrina.
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O NO é gerado a partir da quebra do grupo molecular guanidino de
aminoé&cido L-arginina por meio de oxida¢do enzimética (Moncada et al., 1989;
Tayeh, Marletta, 1989; Ignarro, 2002), onde ocorre a liberacdo do NO e da L-
citrulina. (Culotta E, Koshland DE, 1992; Moncada S, Higgs A, 1993). A L-
arginina, precursora de NO, € transportada para dentro das células, via sistema
de transporte aminoacido catidnico (CAT) e pode ser metabolizada por dois
grupos distintos de enzimas: as Oxido nitrico sintases (NOS) e as arginases | e |l.
Em pacientes asméticos, o NO é encontrado em altas concentracdes e €
derivado da enzima NO sintase induzida (iNOS), a qual esta presente em varias
células inflamatorias, determina hiperemia, edema e exsudacgéo, contribuindo
para o estreitamento da luz das vias aéreas nestes pacientes (Ricciardolo et al.,

2004).

As Oxido nitrico sintases convertem a L-arginina em o6xido nitrico e L-
citrulina utilizando a NG-hidroxil-L-arginina como intermediario, que por sua vez
diminui a atividade das arginases. A L-citrulina pode ser convertida pelo
argininosucinato em L-arginina, enquanto as arginases tém a capacidade de
metabolizar a L-arginina em L-ornitina (Ricciardolo et al., 2004). Este processo
requer oxigénio como um co-substrato e nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) como fonte de elétrons para transformar a L-arginina em L-
citrulina e assim liberar o 6xido nitrico (Ricciardolo et al., 2004). Funcionalmente,
existem em trés tipos de isoformas das enzimas Oxido nitrico sintases, sendo
duas delas constitutivas e uma induzida: a isoforma neuronal ou tipo | (nNOS)

(Bredt, Snyder,1989; Bredt et al., 1990), a isoforma induzida ou tipo Il (iNOS) e a
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isoforma endotelial ou tipo Il (eNOS) (Xie et al., 1992; Hamid et al., 1993; Lamas

etal., 1992, Prado et al., 2010).

As isoformas constitutivas (NNOS e eNOS) estdo expressas nas vias
aéreas (Fischer A et al.,1993; Hamid Q et al., 1993; Kobzik L et al., 1993) e
presentes normalmente em situacdes fisiolégicas. Tais enzimas sao calcio-
dependentes, capazes de produzir baixas quantidades de Oxido nitrico. A
isoforma eNOS produz 6éxido nitrico no endotélio vascular sob condi¢gbes basais e
apesar de sua expressao ser restrita as células endoteliais vasculares, existem
relatos da sua localizagcdo no hipocampo, sendo sua expressdo em humanos

significativamente suprimida pela hipoxia (Wong AG et al., 1996).

A isoforma nNOS esta presente, principalmente nos neurdnios (Vizzard
MA et al., 1995) e nervos, porém ja foi encontrada na musculatura lisa das vias
aéreas (Patel et al., 1999), nas células epiteliais (Asano M et al., 1994) e em
células inflamatorias na parede de vias aéreas (Prado et al., 2008). O 6xido nitrico
derivado desta isoforma atua como neuromodulador e/ou neuromediador tanto
em nivel central como periférico, agindo na regulacdo central da pressédo
sanguinea, no relaxamento do masculo liso e na vasodilatagdo, via nervos
periféricos. No pulméo, a isoforma nNOS é responséavel pela broncodilata¢éo na
musculatura lisa das vias aéreas, pois atua nas terminagdes nervosas dos nervos
do sistema ndo-adrenérgico ndo-colinérgico, particularmente como mediador do
sistema i-NANC (Bult et al., 1990; Li e Rand, 1991; Belvisi et al., 1991; Imasaki et

al., 2001, Prado et al., 2010).
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A isoforma induzida, por outro lado, estd presente em situacdes
patologicas e sua estimulacdo produz grandes quantidades de Oxido nitrico. A
presenca desta isoforma foi demonstrada inicialmente em macréfagos, no
entanto, sabe-se que pode atuar em uma variedade de tecidos e 0rgaos,
incluindo o endotélio vascular, desempenhando mudltiplas fun¢des na resposta
inflamatéria (Meng et al., 2000; Birrell et al., 2003; Offer et al., 2003).
Contrariamente as isoformas constitutivas, a INOS ndo depende de calcio para
sua ativacdo, mas a sintese de mRNA da iINOS € necesséria para sua atividade,

sendo esta mantida por mais de 24 horas (Adams et al., 1996).

Devido a sua acdo broncodilatadora, o aumento da producdo de NO na
asma por meio das isoformas constitutivas apresenta uma acgéo primariamente
benéfica (agente protetor) (Hogman et al.,1993), enquanto a isoforma induzida
apresenta uma acgéao toxica, a qual exacerba, perpetua e amplifica a inflamacéo
(Xiong et al., 1999; Ricciardolo et al., 2004). A citotoxidade do NO resulta, entéo,
da sua acéo direta, da sua concentracao local, da enzima pela qual foi produzida
e/ou da sua reagdo com outros compostos liberados durante o processo

inflamataorio (Schuiling et al., 1998).
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1.4.1 INIBIDORES DAS OXIDO NIiTRICO SINTASES

Embora a participacdo do NO na modulagdo da resposta inflamatéria
tenha sido intensamente investigada nos ultimos dez anos, resultados bastante
controversos ainda séo encontrados na literatura, sugerindo que o NO tenha uma
dupla funcdo na patogénese da asma. Para permitir estudos mais aprofundados
sobre a real participagdo de cada isoforma da NOS em diferentes aspectos
fisiopatolégicos, uma gama de inibidores da producdo de NO tem sido
desenvolvida, sendo cada vez mais aprimorados em sua seletividade e

especificidade.

A producdo de Oxido nitrico pode ser inibida pelo bloqueio da enzima
oxido nitrico sintase (Moncada, Higgs, 1993) ou ainda pela administracdo de
falso substrato. Existe uma série de inibidores de éxido nitrico que séo utilizados
em laboratérios para bloquear a acdo destas enzimas, como por exemplo, a N-
(3-(aminomethyl)benzyl)acetamidina (1400W), L-NG-monometil-arginina (L-
NMMA), a L-NG-nitroarginina metil ester (L-NAME), NG-nitro-L-arginina (L-
NOARG), NG-iminoetil-L-ornitina (L-NIO), L-NG-nitroarginina-p-nitroanilida (L-
NAPNA), L-canavanina, hidroxicobalamina e aminoguanidina (Rees DD et al.,

1990).

Embora, durante muitos anos a aminoguanidina tenha sido considerada
um inibidor especifico de iINOS recentemente tem sido questionada a sua
especificidade no bloqueio desta isoforma (Birrell et al., 2003). H& alguns anos,

Garvey et al. (1997) demonstraram que o 1400W apresenta alta seletividade na
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inibicdo de INOS tanto in vitro quanto in vivo, apresentando efeitos toxicos
somente em altissimas doses (25 mg/Kg). Desta forma, o 1400W passou a ser a
ferramenta mais utilizada nos dois Ultimos anos para o estudo da participagédo do
oxido nitrico produzido via INOS em diversos processos fisiopatologicos,

inclusive na asma brénquica.

Como a L-arginina é o substrato comum tanto para NOS quanto para as
arginases, o0 bloqueio de uma destas vias enzimaticas pode modular
indiretamente a atividade da outra (Meurs et al., 2002; Ricciardolo et al., 2004). A
inibicdo cronica e inespecifica da produgcéo de NO, por meio do L-NAME, resulta
em intensa broncoconstricdo basal apds estimulo antigénico, particularmente em
vias aéreas proximais, além de reduzir o nimero de células mononucleares e a
formacao de edema peribronquico, aumentando a deposi¢do de fibras colagenas

na parede das vias aéreas distais (Prado et al., 2005, Prado et al., 2010).

Por outro lado, a inibicdo especifica e seletiva de iNOS, por meio do
1400W, reduz a broncoconstricédo, a inflamacéo e o processo de remodelamento
bréonquico em modelo de inflamacdo pulmonar alérgica cronica em cobaias.
Desta forma, estes resultados observados por nosso grupo de pesquisa,
relacionados ao tratamento cronico com L-NAME neste modelo experimental
(Prado et al., 2005b), podem ser atribuidos tanto a deficiéncia da produgéo de
NO, quanto a estimulagdo da atividade da arginase devido a uma maior

disponibilidade de substrato (Que LG et al., 1998; Boucher et al., 1999).
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Naura et al (2010) testaram a hip6tese de que a atuacéo da INOS modula de
formas diferentes a inflamagéo aguda das vias aéreas. Foi demonstrado que em
camundongos sensibilizados e desafiados (protocolo agudo) com a iINOS suprimida
geneticamente havia uma reducdo no numero de eosindfilos, hipersecrecdo de
muco e producédo de IL5 e IL13. Essa protecdo ndo ocorreu quando os animais
foram expostos ao protocolo de exposic¢ao crénica ao antigeno. Cabe ressaltar que
os animais recebiam ovoalbumina com hidréxido de aluminio via intraperitoneal
duas vezes, durante uma semana, e eram desafiados com ovoalbumina 3% em
aerossol por 30 minutos apenas uma vez, no protocolo agudo. Ja no protocolo
crbnico, os animais recebiam o desafio uma ou duas vezes por semana por até 6

semanas.

A fibrose pulmonar ndo foi observada em animais com iINOS suprimida,
apesar da producgdo persistente de IL5 e IL13, sugerindo que estas citocinas nao
sdo insuficientes para induzir a fibrose pulmonar. Esta protecédo estd associada a
uma reducdo na sintese de colageno e uma modulac&o indireta, porém importante

de TGF beta (Naura et al., 2010).

1.5 O PAPEL DO TECIDO PULMONAR PERIFERICO NA FISIOPATOGENIA DA ASMA

Embora a asma seja considerada uma doenca de vias aéreas, a
contribuicdo das alteragBes do tecido pulmonar periférico na resposta asméatica

total tem sido proposta (Tohda Y et al., 1998; Leick-Maldonado EA et al., 2004;

Flavia Castro Ribas de Souza Disserta¢do de Mestrado - USP



17

Wright RJ et al., 2005). Neste contexto, Kraft et al. (2007) observaram a presenca
de infiltragcdo eosinofilica alveolar em pacientes com asma noturna. Além disso,
0s mesmos autores também sugeriram que a melhora da funcdo pulmonar distal
se correlacionava com a melhora dos sintomas da asma. Foi também
demonstrado que ha liga¢des alveolares anormais, com diminuicdo das fibras
elasticas no tecido pulmonar periférico de pacientes que faleceram por asma fatal
(Wright RJ et al., 2005). Em conjunto, estes dados sugerem que a resposta

tecidual tem um importante papel na resposta contratil de humanos asmaticos.

Tem sido demonstrada a contribuigdo da por¢ao distal do pulmao para a
obstrugéo do fluxo aéreo em pacientes asmaticos (Yanai et al., 1992; Wagner et
al., 1998). A esta regido, antes conhecida como “zona silenciosa”, era atribuido
somente 10% do valor total de resisténcia ao fluxo aéreo pulmonar. Do mesmo
modo, novas metodologias possibilitaram demonstrar a existéncia de altera¢des
estruturais e inflamatérias no tecido pulmonar periférico, similares as observadas
nas vias aéreas de individuos asmaticos (Minshal et al., 1998; De Magalhaes,
2005; Lancas et al., 2006). Deve se levar em conta que o volume total e a area
de superficie das vias aéreas distais s&o muito maiores do que o volume e a area
de superficie de grandes vias aéreas. Tal fato gera uma implicacdo na
patogénese da asma e na resposta ao seu tratamento, quando do
desenvolvimento de qualquer alteragao no pulmao distal em pacientes asmaticos

(Tulic, Hamid, 2003).

Portanto, o pulmao periférico, considerado como as vias aéreas de calibre

< 2mm de didmetro e o tecido pulmonar periférico adjacente, € como
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fundamental na resisténcia pulmonar total (Bachofen,1968), alertando para a
possibilidade da participagdo também do tecido pulmonar periférico na
fisiopatologia da asma, o que provavelmente altera o conceito e principalmente

as formas de pensar o tratamento da doenca (Ludwig, Dallaire, 1994).

Deve se levar em consideracdo que muitos dos dispositivos utilizados
para administracdo de esterdides inalatérios geram particulas que ndo chegam
efetivamente as vias aéreas distais e ao tecido pulmonar periférico, sendo
depostos principalmente em vias aéreas centrais (Kraft, 2007). Estes fatos
chamam a atencdo, pois podem ocorrer tratamentos insuficientes da doenca.
Portanto, um dos desafios terapéuticos da asma tem sido desenvolver novas
tecnologias inalatérias que permitam uma melhor oferta destes agentes a porcao
distal do pulméo. As formulagbes mais novas de corticosteréides inalatorios,
utilizando hidrofluorano (HFA), apresentam maior deposicéo distal, com taxa de
deposicéo pulmonar que pode alcancar os 60%, enquanto 30% se depositam na
orofaringe, podendo contribuir, a longo prazo, para a maior efetividade do

tratamento destes pacientes (Ibiapina et al., 2004).

O local da resposta contratil dos alvéolos pulmonares, ainda ndo esta
completamente estabelecido. Os mecanismos que podem estar potencialmente
envolvidos nesta resposta sédo: resposta contratil de miofibroblastos ou de outras
células intersticiais, alteracbes na interface ar-liquido alveolar, alteragbes da
matriz extracelular, contracdo de células musculares lisas ao nivel de ductos
alveolares, pequenas vias aéreas ou vasos presentes no tecido pulmonar
periférico (Lai et al., 1994).
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Embora classicamente saiba-se que o NO tem papel limitado em vias
aéreas distais no tecido pulmonar periférico devido a redugdo dos nervos
nitrérgicos (Dupuy et al., 1992) ao longo da arvore brénquica, demonstramos
recentemente que o tratamento crénico com L-NAME interfere na resposta de
resisténcia e elastancia do tecido pulmonar periférico em cobaias com inflamacao
crbnica de vias aéreas, sugerindo que o NO, e provavelmente a arginase Il, estao
envolvidos nas alteragcBes do tecido pulmonar periférico presentes na asma
(Angeli et al., 2008). Corroborando estes resultados, Numata et al. (1998)
demonstraram que existe expressdo de Oxido nitrico constitutivo na regido
alveolar e tanto as isoformas constitutivas, quanto as induzidas foram detectadas

em bronquiolos terminais.

Foi demonstrado que pacientes que morreram de asma apresentam
importantes alteracbes no tecido pulmonar periférico. Mauad et al. (2004)
estudaram 15 pacientes que foram a 6bito por crises asméticas e observaram a
diminuicdo da quantidade de fibras eldsticas em pequenas vias aéreas, que sdo
essenciais para a manutencao do recolhimento elastico pulmonar sugerindo que

tal fator poderia contribuir para o desfecho fatal observado nestes pacientes.

A avaliacdo das propriedades mecéanicas e da resposta farmacoldgica da
periferia do pulm&o tem sido estudada em fragmentos de tecido pulmonar
periférico (Dolhnikoff et al., 1999). Estudos realizados em cobaias e ratos, com
fragmentos de tecido pulmonar periférico, apontam para uma caracteristica de
contracdo e relaxamento do tecido periférico, dependendo da droga utilizada,

sugerindo a participacdo do tecido pulmonar periférico na resisténcia pulmonar
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total. Romero et al. (2001) demonstraram que a broncoconstricdo induz

mudancgas estruturais na matriz do tecido conectivo em fragmentos pulmonares.

Considerando o remodelamento pulmonar, foi verificado o aumento do
conteudo de colageno e de actina na parede alveolar em modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica crbnica em camundongos. Tais alteracdes apresentaram
correlagéo positiva com 0 aumento da resisténcia e elastancia, evidenciando que
a inflamacdo eosinofilica, as alteragbes mecénicas, assim como o
remodelamento, ndo ocorrem apenas nas vias aéreas, mas também no tecido
pulmonar periférico, levando a alteragbes mecanicas tanto in vivo quanto in vitro.

(Xisto et al., 2005)

Além disto, foi demonstrado que o tecido pulmonar periférico humano
responde a estimulagdo contratii por acetilcolina através do aumento da
resisténcia e da elastancia do tecido pulmonar periférico. Os autores notaram
gue ndo houve diferenca na resposta contratil entre os fragmentos pulmonares
com e sem vias aéreas (detectadas por andlise morfométrica). Além disto, as
pequenas vias aéreas ndo Sa0 necessarias para que esta resposta ocorra.
(Dolhnikoff et al., 1998). Este fato implica em resposta contrétil direta ao nivel de

parede alveolar e/ou de ducto alveolar.

Salerno et al. (1995) demonstraram que quanto mais proximais fossem os
fragmentos, maior seria a influéncia da parede brénquica na determinacdo da
resposta mecéanica. Nakashima et al. (2008) mostraram que, em cobaias com

inflamacao alérgica crbnica, a inducao de toleréncia oral atenuou as respostas de
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mecéanica oscilatoria de tecido pulmonar periférico, bem como a resposta
inflamatdria eosinofilica. Angeli et al. (2008) estudaram os efeitos do tratamento
crébnico com L-NAME na mecéanica pulmonar, nas respostas eosinofilica e de
matriz extracelular induzidas por inflamacdo pulmonar cronica e verificaram que o
NO contribui para a contracdo do tecido pulmonar periférico e para a deposi¢ao
de fibras elasticas, neste modelo, sugerindo uma possivel participacdo NO e,

provavelmente da arginase na ativacdo do estresse oxidativo.

1.6 ASMA GRAVE

Desde meados da década de 90, com a énfase colocada no tratamento
antiinflamatério com corticosterdides inalados e posteriormente na sua
associacao com outras terapéuticas de controle, pode se observar a melhora dos
resultados clinicos da maioria dos doentes com asma. Em paralelo, tem se
tornado evidente que um pequeno grupo de doentes com asma, apesar de
acompanhamento especializado e tratamento continuo adequado, continua a ter
sintomas persistentes, alteragcbes da funcdo pulmonar e exacerbacoes

frequentes (Wenzel et al., 2003; Fonseca e Botelho, 2006).

Varias definicbes de asma grave tém sido propostas englobando
habitualmente a utilizacdo de altas doses de corticosteréides e diferentes niveis
de sintomas, funcdo pulmonar e exacerbacbes. A asma atinge proporcao

significativa de pessoas nos paises desenvolvidos, no entanto a maioria tem uma
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doenca intermitente ou leve, com pouco impacto na sua vida cotidiana. (Fonseca

e Botelho, 2006).

Apesar da auséncia de estudos especificos, tem sido estimado que cerca
de 10% dos doentes com asma tém sintomas e limitacbes importantes,
exacerbacgdes frequentes ou redugado persistente da fungio respiratéria. Estes
doentes, apesar de intensamente tratados, sdo responsaveis pela maioria dos
cuidados ndo programados por asma, internamentos e absenteismo. (Moore e
Peters, 2006). Assim se compreende que esta pequena percentagem de doentes
seja responsavel por grande parte dos custos associados & asma. De fato, os
custos diretos relacionados com asma grave sao cerca de oito vezes superiores
aos da asma intermitente e mesmo duas vezes superiores aos da asma

moderada (Godard et al., 2002; Fonseca, JA, 2003; Fonseca e Botelho, 2006).

Enquanto o conceito de asma grave esta relacionado as caracteristicas
intrinsecas da doencga, o conceito de asma de dificil controle engloba também
fatores, que ndo sendo diretamente relacionados a asma, contribuem para os
maus resultados obtidos. Assim, o conceito de asma de dificil controle preocupa-
se mais diretamente com os cuidados de saude, com a pratica clinica “na vida
real” e abrange situagdes clinicas como a existéncia de doengas concomitantes,
a ma aderéncia a terapéutica, a inacessibilidade a cuidados de saude ou a

contribuicdo de fatores psicoldgicos (Fonseca e Botelho, 2006).

A asma grave podera ser entendida como um grupo de sindromes dentro
da asma de dificil controle, estando a asma grave mais relacionada as alteracoes
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fisiopatologicas dos doentes, cuja ma resposta a terapéutica dependera,

fundamentalmente, das caracteristicas da propria asma.

Um grupo de trabalho da Sociedade Toracica Americana, em 2002,
(ATS), sugeriu uma definicdo especifica e abrangente de asma grave, também
designada refrataria. Os pacientes com asma grave caracterizam um subgrupo
que permanece sintomatico (sintomas persistentes, crises frequentes e
obstrugéo persistente das vias aéreas), apesar de medicagao, em altas doses ou

que necessita de medicagdo em doses elevadas para atingirem controle.

Segundo o GINA (2010), a asma persistente grave é definida pela
presenga de pelo menos um dos indicadores: sintomas diarios, exacerbagdes
frequentes, sintomas frequentes de asma noturna (varias vezes por semana),
limitacdo nas atividades fisicas, VEF1 ou PFE <60% do previsto ou variabilidade
do PFE ou VEF1> 30%. Estes indicadores foram definidos para os doentes sem

tratamento.

A terapéutica farmacologica da asma persistente grave foi definida como
corticoterapia inalada (>1000 ug/dia de beclometasona ou equivalente) e um
beta-2 agonista de longa acdo e, se necessario, um ou mais dos seguintes:
teofilina de liberagcdo prolongada, antagonista dos leucotrienos, agonista oral de

longa acgéo, corticosterdide oral (Fonseca e Botelho, 2006).

O estudo ENFUMOSA (2003) transversal, multicéntrico, admite para

definir asma grave pelo menos uma exacerbagdo de asma, no ultimo ano,
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apesar de tratamento com =1200ug/dia de budesonida ou beclometasona ou

doses equivalentes de outros corticosteréides inalados ou orais.

Outro estudo, em 2004, TENOR, prospectivo, observacional e
multicéntrico, empregou como critérios para definir asma grave e de dificil
controle a grande utilizagdo de Servicos de Saude por parte dos doentes no
ultimo ano e medicagdes em altas doses (=3 farmacos para controle da asma,
corticosteroides inalados em altas doses, 21260 pg/dia de beclometasona ou

equivalente; 25 mg/dia de prednisolona oral) para controle dos sintomas.

Entretanto, Alves et al. (2008) realizaram um estudo retrospectivo com
111 pacientes para estabelecer os fenétipos clinicos em portadores de asma
grave, avaliando adesao ao tratamento e controle da doenga por dados clinicos e
funcionais. Ao final do estudo, foi constatado que um numero significativo de
portadores de ama grave ndo adere ao tratamento. Muitos pacientes com asma
grave tém obstrucdo irreversivel, mas o fendtipo clinico mais relevante é

constituido pelos pacientes resistentes ao tratamento habitual.
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1.7 ABORDAGENS TERAPEUTICAS

1.7.1 ANTI-LEUCOTRIENOS

Em decorréncia das evidéncias apresentadas anteriormente, foram
desenvolvidas pesquisas para identificar substancias que pudessem inibir a acéo
ou a sintese de leucotrienos. S&o duas as classes de agentes farmacoldgicos: 0s
antagonistas competitivos de receptores de leucotrienos e os inibidores da
sintese de leucotrienos. Montelucaste sddico, também conhecido como MK-0476
€ um potente, competitivo e seletivo antagonista do receptor de leucotrieno D,

(LTD.).

Vidal et al. (2001) realizaram um estudo duplo cego e randomizado para
comparar os efeitos do montelucaste e da budesonida, em pacientes com
broncoconstri¢cdo induzida por exercicio, com sinais clinicos h& pelo menos 1 ano
e com queda de, pelo menos 20% do VEF1 (volume expiratério forcado no 1°
segundo) apos exercicio. Os pacientes receberam um dos tratamentos por 15
dias e, tanto o montelucaste quanto a budesonida reduziram significativamente a
gueda do VEF1, ap0s exercicio, comparativamente a condicao basal (periodo de
15 dias sem nenhuma terapia). Entretanto, houve variagbes individuais
consideraveis na resposta aos tratamentos. Os autores concluiram que, tanto a
budesonida como o montelucaste sédo capazes de previnir a broncoconstricdo
induzida por exercicio, mas que os farmacos devem ser testados em cada

paciente antes de se optar por uma terapia de longa duracéo.
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Criangas com asma podem responder melhor aos antagonistas dos
receptores dos leucotrienos do que os corticosterdides inalados. Em 2010,
Rabinovitch et al. determinaram se a relacdo entre a excregdo urinaria de 318
criangas com asma leve a moderada de leucotrieno E, (LTE4) e a fragdo 6xido
nitrico exalado (FENO) destas criangas associa-se com a capacidade de
resposta preferencial ao montelucaste em comparagdo com a terapia com
propionato de fluticasona (FP). Os autores constataram que a razdo entre
leucotrienos e a fragdo de 6xido nitrico exalado foi capaz de prever uma melhor
resposta ao montelucaste do que a terapia com fluticasona nos pacientes com

asma leve a moderada.

Estudos de eficacia terapéutica demonstram que os antileucotrienos séo
mais efetivos do que o tratamento com placebo. No entanto, comparativamente
aos glicocorticéides inalatérios ndo ha evidéncias suficientes em relacdo a
superioridade desta forma de tratamento para a asma. Nota-se que ha reducao
no namero de exacerbacdes e no decréscimo da contagem de eosinéfilos no

sangue, em pacientes tratados com montelucaste sodico (Stelmach et al., 2002).

Em uma revisdo sistematica, Joos et al. (2008) mostraram que o
montelucaste, como terapia adicional ao corticosterdide inalatério, controla
melhor pacientes com asma leve e moderada quando comparado com a
monoterapia com corticosterodide inalatério. Embora a adicdo de salmeterol ao
corticosteroide inalatorio seja clinicamente téo efetiva quanto ou até mais efetiva
do que a adicdo de montelucaste, este Ultimo pode ser mais seguro em uso

prolongado e oferecer um tratamento alternativo para os estes pacientes.
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A principio, na auséncia de conhecimento da resposta individual de um
paciente ao tratamento com quaisquer das terapias, os dados favorecem iniciar o
tratamento com um glicocorticéide inalatorio (GINA, 2010). Entretanto, para
pacientes com asma leve, hA um nimero de circunstancias que justificam a
opcdo por antileucotrienos. Como exemplos, podemos citar pacientes com
intolerncia a aspirina, sintomas induzidos predominantemente por exercicios,
dificuldades para a utilizagdo dos dispositivos inalatorios ou eventualmente por
terem apresentado efeitos adversos dos glicocorticdides inalatorios, tais quais

disfonia e candidiase oral.

A asma induzida pelo exercicio e a asma sensivel a aspirina sao
caracterizadas por predominio de resposta imediata e os leucotrienos cisteinicos
sdo os principais mediadores desta resposta (Smith, 2001; GINA, 2010). Em
criangas com asma leve estavel, o treinamento fisico diminuiu a responsividade
bronquica a metacolina. O montelucaste também diminuiu a reatividade

brénquica e reduziu as exacerbacdes, sugerindo uma acao sinérgica e benéfica

destas duas intervenc¢des na asma leve (Bonsignore et al., 2008; Jartti, 2008).

Varios estudos clinicos recentes, de tratamento prolongado, nao
demonstram maior efetividade dos anti-leucotrienos em comparagédo ao uso de

glicocorticéides (Joos et al., 2008).
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1.7.2 GLICOCORTICOIDES

Os glicocorticéides por via sisttmica podem ser prescritos para o
tratamento da asma persistente grave ou para exacerbacbes moderadas e
graves da doenga (McFadden, 1993). Contudo, sua administracdo sob a forma
inalatéria melhorou muito a seguranca do tratamento (Cengizlier et al., 2000;
Manning et al., 2008). Os glicocorticoides sdo fundamentais na modificacdo de
diversos aspectos do complexo conjunto de respostas inflamatérias na asma.
Atualmente sdo considerados como a principal terapia para controle da asma
persistente leve, moderada e grave (GINA, 2010; IV Consenso Brasileiro para o

Manejo da Asma - SBPT, 2006).

A asma leve e moderada pode ser bem controlada com baixas doses de
esterdides inalado com ou sem broncodilatadores. No entanto, 5% a 10% dos
pacientes apresentam mais exacerbacfes da doenca apesar da medicacao.
Estudos recentes mostraram que 0 estresse oxidativo pode contribuir para o
remodelamento, o que é associado a um componente de refratariedade da
asma. No entanto, este mesmo estudo ndo demonstrou relatos de que o
estresse oxidativo esta envolvido na asma refratéria, 0 que sugere que pacientes
com asma refrataria tém mais estresse oxidativo em suas vias aereas

comparados a pacientes com asma bem controlada (Sugiura et al., 2007).

A asma resistente aos glicocorticoides € um problema desafiador que
pode ser associado com risco de vida a progressédo da doenca (GINA, 2010). A

by

base molecular da insensibilidade a resisténcia aos glicocorticdides é
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desconhecida. Hamid et al. (1999) removeram fragmentos do RNA recém
sintetizado do receptor de glicocorticoide (GCR), pré-mRNA, o qual gerou um
segundo receptor de glicocorticoide (GCRbeta), que ndo se liga ao
glicocorticéide, mas antagoniza a atividade do receptor classico. Portanto, um
aumento desses receptores de glicocorticoides beta poderia explicar resisténcia

aos glicocorticoides.

Além disso, a expressao do receptor de glicocorticéide beta em pacientes
asmaticos resistentes aos glicocorticéides foi particularmente alta nas células das
vias aéreas T, que desempenham um papel importante na patogénese da asma.
Nos pacientes com bronquite crénica, ndo houve diferenca significativa em
relacdo aos controles normais. Os autores concluiram que a resisténcia aos
glicocorticdides estd associada a um aumento da expressdo do receptor de

glicocorticéide beta nas células das vias aéreas T (Hamid et al. 1999).

1.7.3 ANTIINOS

Singh et al. (2007) utilizaram um potente inibidor da INOS (GW274150)
para avaliar a importancia deste tratamento na asma. Foram estudados 28
pacientes, que receberam o inibidor da iINOS, montelucaste ou placebo durante
14 dias. O tratamento com montelucaste ndo reduziu o 6xido nitrico exalado. A

inibicdo seletiva da iINOS reduziu efetivamente o éxido nitrico exalado, porém
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ndo afetou hiperreatividade das vias aéreas ou o numero de células inflamatérias

no lavado broncoalveolar.

1.8 MODELO EXPERIMENTAL DE INFLAMAGCAO PULMONAR ALERGICA CRONICA

Deste modo, torna-se importante utilizar um modelo experimental de
inflamacéo crénica pulmonar para melhor compreender os mecanismos
envolvidos na fisiopatogenia da asma bronquica. Julgou-se que, modelos
experimentais com mdltiplas exposicbes a antigenos inalatérios, sao
provavelmente mais relevantes (Ishida et al., 1989; Kips et al., 1992; Tibério et al.,
1997). Como modelo experimental para o presente estudo de inflamagé&o de vias

aéreas optou-se entdo pelo previamente desenvolvido em nosso laboratorio.

Utilizando modelo experimental de inflamacao crbnica de vias aéreas em
cobaias induzida por mdltiplas exposi¢cbes a concentracbes de aerossois de
ovoalbumina (Tibério et al., 1997; Leick-Maldonado et al., 2004) demonstramos
gue ocorre aumento da broncoconstricdo, da formacéo de edema peribronquico,
do recrutamento de células inflamatérias e remodelamento de vias aéreas e do
tecido pulmonar periférico e das concentragdes de 6xido nitrico no ar exalado.
Além disso, demonstramos recentemente que neste modelo ocorre um aumento
da expressdo de nNOS e iNOS em células linfomononucleares e eosinéfilos em
vias aéreas distais (Prado et al., 2005; 2008). Todas as alteracdes encontradas

em vias aéreas foram também descritas no tecido pulmonar periférico (Angeli et
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al., 2008; Starling et al., 2009). Assim, este modelo representa varias das
caracteristicas observadas nos pacientes asmaticos e, por isso, € uma
ferramenta adequada para varios estudos de mediadores que estdo envolvidos
nesta patogenia, contribuindo para futuras investigacdes de novas estratégias de

tratamento.

1.9 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Embora o tratamento considerado como mais efetivo na asma seja 0 uso
de glicocorticosterdides, alguns trabalhos demonstram que este tratamento ndo
reverte o remodelamento pulmonar presente na asma (Henderson et al., 2006).
Provavelmente devido a este motivo ocorre uma reducgdo progressiva da funcao
pulmonar nos pacientes asmaticos ao longo dos anos (Murray CS, 2008). Assim,
outros farmacos tém sido desenvolvidos, como 0s antagonistas de receptores de
leucotrienos (montelucaste sodico), na tentativa de elucidar possiveis

mecanismos envolvidos neste processo.

E importante ressaltar como ja demonstramos anteriormente, que no
momento em que sera iniciado o tratamento no presente estudo, 0s animais ja
apresentam aumento na deposi¢do de colageno e fibras elasticas na parede das
vias aéreas e no tecido pulmonar periférico. Deste modo, sera possivel avaliar a
efetividade destes medicamentos no processo de remodelamento que ocorre na
fisiopatologia da asma experimental em cobaias. Portanto, este estudo visa
contribuir ndo s6 para o melhor entendimento da fisiopatologia da asma, assim

como para a melhor utilizagdo dos tratamentos j& disponiveis comercialmente.
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Consideramos também que o estudo de inibidores da INOS nas alteracGes
do tecido pulmonar periférico possa ser de capital importancia, uma vez que a
utilizacdo destas drogas como futuras estratégias terapéuticas € proposta por
diversos autores. Salienta-se, um futuro promissor para o tratamento de algumas
doencas, dentre elas, a asma. Além disso, o estudo do papel da inibicdo da INOS
pode contribuir para a melhor compreenséo dos efeitos da disfuncdo do complexo
arginase-NOS na fisiopatologia da asma, particularmente no remodelamento
pulmonar. Ainda ndo foram encontrados estudos que avaliassem os efeitos de
inibidores de INOS no tecido pulmonar periférico comparativamente a outros
farmacos, no qual fossem analisados ndo somente seus efeitos no controle da

resposta inflamatéria e no remodelamento do tecido pulmonar periférico.
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Este estudo visa avaliar os efeitos causados no tecido pulmonar periférico
de cobaias com inflamacéo crénica os seguintes tratamentos: inibidor do cisteinil
leucotrieno D, (montelucaste), glicocorticdide (dexametasona) e das suas
associagbes a um inibidor especifico da INOS (1400W). Serdo avaliados

seguintes parametros:

1. Resposta eosinofilica;

2. Expressao celular de citocinas Thl (IFN gama) e Th2 (IL-4, IL-5);

3. Resposta de remodelamento da matriz extracelular (fibras colagenas,

elastica, TIMP-1, TGF beta e MMP9);

4. Ativacdo da resposta de estresse oxidativo (iNOS, isoprostano PGF2

alfa);

5. Conteudo de actina.
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Este estudo estd aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(CAPPesq numero 0798/08). Foram utilizadas 70 cobaias Hartley do sexo
masculino, tendo ocorrido seis perdas de animais durante os experimentos. Os
animais apresentavam peso médio de 250g ao inicio do protocolo e foram
mantidos no biotério de manutencdo do Laboratério de Investigacdo Médica 20
(LIM-20), desta Faculdade, recebendo alimento e agua ad libitum, em condigdes
ideais e controladas de temperatura, umidade e ruido, conforme recomendado
no “Guia de cuidados e uso de animais de laboratério”, publicado pelo National

Institute of Health (NIH publication 85-23, revisado em 1985).

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais receberam:

a) Inalagbes com soro fisioldgico 0,9% estéril (grupo SAL, n=8);

b) Inalagdes com ovoalbumina (grupo OVA, n=8);

c) Inalagdes com ovoalbumina e tratamento com dexametasona (grupo

OVAD, n=8);
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d) Inalacbes com ovoalbumina e tratamento com montelucaste (grupo

OVAM, n=8);

e) Inalacbes com ovoalbumina e tratamento com 1400W i.p. (grupo

OVAW, n=8);

f) Inalagbes com ovoalbumina e tratamento com montelucaste sédico e

1400W i.p. (grupo OVAMW, n=8);

g) Inalagbes com ovoalbumina e tratamento com dexametasona e 1400W

i.p. (grupo OVADW, n=8).

3.2 PROTOCOLO DE SENSIBILIZAGCAO

As cobaias foram colocadas em uma caixa de exposi¢éo de acrilico (30 x
15 x 20 cm) acoplada a um nebulizador ultrassénico (Soniclear, Séo Paulo,
Brasil). Foram submetidas & inalacdo com aerossol de ovoalbumina diluida em
NaCl 0,9% (soro fisiologico) por 15 minutos ou até o aparecimento de sinais de
desconforto respiratério. O protocolo de inalagdo foi repetido duas vezes por
semana durante um periodo de quatro semanas. Animais controle foram
submetidos a exposi¢do de aerossol de solugdo de soro fisioldgico seguindo o

mesmo protocolo descrito acima.
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3.2.1 Tratamento com corticosterdide:

Vinte e quatro horas ap0s a quarta inalagdo com ovoalbumina foi iniciado
o tratamento diario de um grupo de cobaias (grupo OVAD) com dexametasona
(2mg/kg/dia i.p.), durante as duas semanas seguintes de inalacdo com
ovoalbumina. Nos dias de inalacdo com ovoalbumina, as cobaias receberam o
tratamento cinco horas antes da exposi¢do ao antigeno (Seco et al., 1998, Leick-

Maldonado et al., 2004).

3.2.2 Tratamento com montelucaste sddico

Vinte e quatro horas apés a quarta inalagdo com ovoalbumina um grupo
de cobaias (grupo OVAM) recebeu diariamente o antagonista de receptor de
leucotrienos montelucaste sodico (10mg/kg, ressuspendido em salina 0,9%, PO)
(Merck Sharp & Dohme). Nos dias de inalagdo com ovoalbumina, as cobaias

receberam montelucaste sodico, quatro horas antes da exposicao ao antigeno.
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3.2.3 Tratamento com 1400W (inibidor especifico da enzima oxido nitrico

sintase induzida — iINOS)

Trinta minutos antes da sétima inalacao foi feito o tratamento com (N-3-
aminometil-benzil acetamidina-1400W) nos animais do grupo OVAW. O
tratamento foi administrado diariamente por quatro dias, na dose de
2mg/Kg/dia/animal por via intraperitoneal, como previamente descrito (Prado et

al., 2006).

3.3 ESTUDO MORFOMETRICO

ApO6s quatro semanas todos os animais foram anestesiados,
traqueostomizados, ligados a um ventilador para pequenos animais,
exsanguinados, os pulmdes retirados na capacidade funcional residual, fixados
em formaldeido a 10%, em quantidade suficiente para imersdo total do pulméo
por 24 horas. Apos este periodo, foram entéo transferidos para uma solucdo de
etanol 70%. Depois de terminada a fixacdo, o material foi submetido a
processamento em rotina histolégica habitual com parafina, para obtencéo de

cortes de 4um de espessura. Foram realizadas as seguintes coloracoes:
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3.3.1 Quantificagéo de Eosindfilos:

As fatias de tecido pulmonar de 5um foram fixadas com LUNA para
avaliacao de eosindfilos (Luna, 1986; Watanabe et al., 2004). A porcentagem de
eosindfilos no tecido pulmonar periférico foi obtida por estudo morfométrico, com
o auxilio de um reticulo de area conhecida (50 retas e 100 pontos), acoplado a

um microscépio 6ptico (CH30, Olympus, Japao).

A quantificacdo do numero de células positivas foi feita pela razéo entre o
ndmero de pontos que incidiam nas células positivas em uma determinada area
e 0 numero de pontos total que coincidia com a area de septo alveolar, no
aumento de 1000x. Os resultados foram expressos como células por unidade de
area (10°um?). A contagem foi realizada em 10 campos no tecido pulmonar
periférico, por corte (animal), selecionados de forma randémica. Vérios autores ja
demonstraram previamente que este método é adequado e reprodutivel (Garcia
et al.,, 1994; Warth et al., 1995, Tibério et al., 1997; Tibério et al., 2003; Leick-

Maldonado et al., 2004).

3.3.2 Coloracéo de Picro-Sirius:

Esta coloracdo foi utilizada para a contagem das fibras coldgenas no
tecido pulmonar periférico. Os cortes foram desparafinados e levados a agua.

Foram corados por uma hora no Picro-Sirius a temperatura ambiente e
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posteriormente, lavados em agua corrente por cinco minutos. Apds esta etapa,
os cortes foram corados pela Hematoxilina de Harris por seis minutos e
posteriormente lavados em agua corrente por 10 minutos. Por fim, as laminas

foram montadas.

3.3.3 Coloracao de Resorcina-Fucsina:

Esta coloracdo foi utlizada para evidenciar as fibras elasticas
propriamente ditas e as eulaninicas. Os cortes foram desparafinados e
hidratados em alcool 95°. Posteriormente, foram corados pela Resorcina-Fucsina
e lavados em agua corrente por cinco minutos. Foram realizadas duas trocas de
alcool 70° durante 10 minutos, sendo esta etapa a da diferenciacdo das fibras.

Os cortes foram desidratados, diafanizados e montados.

A avaliacdo do conteudo de fibras colagenas e elasticas no tecido
pulmonar perférico foi feita utilizando-se um sistema de andlise digital onde a
medida de densidade Optica é 0 método empregado para deteccdo das fibras.
Foi utilizado um Software especifico (Image Pro Plus v.4.1, 1998, Media
Cybernetics, EUA). As imagens foram geradas por um microscépio (DMR- Tipo
020-525.024, Alemanha) conectado a uma camera (JVC, TKC1380 Digital
Colour Video Camera, Japéo) e transmitidas a um computador. Os resultados
foram expressos em porcentagem de area de fibras positivas em relagéo a area
total do tecido pulmonar periférico. Esta técnica ja foi previamente padronizada e

tem sido utilizada em outros estudos (Prado et al., 2005 a,b; 2006).
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3.3.4 Avaliag&o Imunohistoquimica

Foi realizada a avaliagdo imunohistoquimica para IL4, IL5, TGF, IFNy,
MMP9, TIMP1, actina, INOS e isoprostano PGF2 alfa. As laminas foram
previamente preparadas com 3-aminopropil-trietoxisilano Silano (Sigma),
contendo os cortes histologicos dos pulmdes que foram inicialmente

desparafinados e hidratados e submetidos aos seguintes procedimentos:

Etapa 1 - Recuperacdo antigénica

Por intermédio de Proteinase K por 20 minutos (37°C) seguidos de
descanso de 20 minutos em temperatura ambiente. Apds este periodo, as

laminas foram lavadas em PBS.

Etapa 2 - Bloqueio e Incubacdo com Anticorpo Primario

O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com agua oxigenada
(H202) 10V 3% (3 x 10 minutos), seguidos de incubagdo com os anticorpos
primarios: anti-IL4 (sc-1260), anti-IL5 (sc-7887), anti-TGF (sc-1836), anti-MMP9
(sc-6840), anti-TIMP1 (sc-5538), anti-IFNy (sc-8308) [sc: Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Califérnia, EUA.], isoprostano PGF2 alfa (Oxford Biomedical
Research, Rochester Hills, MI, EUA), iNOS (RB-9242-P, Lab Vision Products
Corporation, NeoMarkers, Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA, EUA.), anti-
actina de musculo liso humano (clone 1A 4, Dako, A/S, Dinamarca) diluidos em

BSA na proporcdo de 1:500 (IL4), 1:200 (IL5), 1:150 (IFNgama), 1:200 (TGF),
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1:250 (MMP9), 1:250 (TIMP1), 1:500 (isoprostano PGF2 alfa), 1:250 (iNOS), os
quais foram aplicados sobre os cortes relativos ao experimento e também aos
controles (positivo e negativo) de tecido, e as laminas incubadas durante toda a

noite.

Etapa 3 - Incubacdo com Anticorpo Secundério e Complexo

As laminas foram lavadas em PBS e incubadas pelo ABCKit Vectastain
(Vector Elite - PK-6105 (anti-cabra) / PK-6101 (anti-coelho). Apenas para o0s
anticorpos priméarios anti-IL2 e anti-IL4, apdés a incubacdo do anticorpo
secundario, seguiu-se o0 bloqueio da peroxidase endégena com H,O, 10V 3%,

metanol (1:1) (2 x 10 minutos) e posteriormente incubacdo com o complexo.

Etapa 4 - Revelacdo

Foi feita a lavagem das laminas em PBS e revelagdo pelo cromdgeno

3,3diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Co, Saint Louis, Missouri, EUA).

Etapa 5 - Contra-Coloracdo e Montagem das Laminas

As laminas foram lavadas abundantemente em &gua corrente e contra-
coradas com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida,
as mesmas foram lavadas em &agua corrente, desidratadas, diafanizadas e

montadas com resina Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha) para microscopia.
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As avaliagdes das células positivas para IL4, IL5, TGF, IFNy, MMP9,
TIMP1 e iINOS no tecido pulmonar periférico foram realizadas por estudo
morfométrico, com o auxilio de um reticulo de area conhecida (50 retas e 100
pontos), acoplado a um microscopio O6ptico (CH30, Olympus, Japdo). A
quantificacdo do numero de células positivas foi feita conforme descrito no item
“‘quantificagdo de eosindfilos”. Os resultados foram expressos como células por
unidade de area (10*um?). A contagem foi realizada em 10 campos no tecido
pulmonar periférico, por corte (animal), selecionados de forma randémica, como

descrito acima, para avaliagdo do numero de eosindfilos.

A detecgdo do conteudo de isoprostano PGF2 alfa e de actina foi obtida
pela razdo entre o numero de pontos que incidiram nas areas positivas e o
numero de pontos que coincidiram na area de septo alveolar em aumento de
1000x. Os resultados foram expressos em porcentagem. A contagem foi
realizada em 10 campos no tecido pulmonar periférico, por corte (animal),

selecionados de forma randémica.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada por intermédio do programa SigmaStat
(Jandel Scientific, San Rafael, CA, EUA). Os valores foram expressos em média
*+ erro padrdo (SEM) e os foram feitos graficos de barras. Os dados foram

examinados utilizando-se a Andlise de Variancia para um Fator (One Way
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Analysis of Variance). As comparac¢des multiplas foram feitas pelo teste de Holm-

Sidak. Foi considerado estatisticamente significativo um p < 0,05 (Zar, 1984).
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4.1 AVALIACAO DA PROPORCAO DE ESTRUTURAS

Os fragmentos de tecido pulmonar distal foram representados
principalmente por septos alveolares [porcentagem (%) de septos alveolares
nos sete grupos experimentais: SAL: 89,83 + 0,82%; OVA: 90,47 + 0,48%;
OVAW: 89,54 + 0,39%, OVAD: 89,84 + 0,37%; OVADW: 91,20 + 0,60%;
OVAM: 92,54 + 0,02%; OVAMW: 89,96 + 1,18%)]. Ndo houve diferenca
significativa entre o conteldo de septos alveolares, as vias aéreas e 0s

vasos nos grupos experimentais.
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4.2 DENSIDADE DE EOSINOFILOS

A Figura 1 representa os valores da média + EP da densidade de
eosinofilos no septo alveolar. Houve um aumento na densidade de
eosinofilos no grupo sensibilizado comparativamente ao seu controle (grupos
OVA: 12,53+0,54/10*um?, SAL 5,15+0,24/10°um? ~ p<0,05). Houve
decréscimo deste conteildo nos grupos OVAW (7,61+0,35/10*um?), OVAM
(7,96+0,57/10*um?), OVAD (9,01+0,44/10*um?), OVADW (9,50+0,38/10*um?)

e OVAMW (9,32+0,46/10"um?) comparativamente ao grupo OVA (p<0,05).
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Figura 1. Valores de média + EP da densidade de eosinofilos em
tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sodico e suas associa¢des (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,05 comparativamente aos demais grupos.
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4.3 AVALIACAO DE CELULAS POSITIVAS PARA IL4 NO SEPTO ALVEOLAR

A Figura 2 mostra os valores de células positivas para IL4 por unidade
de &rea de septo alveolar. Houve um aumento no numero de células
positivas para IL4 no grupo sensibilizado comparativamente ao seu controle
(grupos OVA: 9,12+0,43/10"°um?, SAL: 3,18+0,21/10"um?, p<0,05). Houve
reducdo do numero de células positivas para IL4 nos grupos OVAW
(4,94%0,45/10*um?), OVAD (4,83+0,25/10°um?), OVAM (8,86+0,41/10*um?)
comparativamente ao grupo OVA (p<0,05). A associacdo do 1400W
potencializou a reducdo do numero de células positivas para IL4 nos grupos
OVADW (2,80+0,20/10*um?); OVAMW (5,09+0,18/10*um?)

comparativamente aos grupos OVAD e OVAM (p<0,05).
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Figura 2. Valores de média + EP de células positivas para IL4 em
tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sddico e suas associa¢cdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,001 comparativamente aos demais grupos;

**p<0,01 comparativamente ao grupo correspondente que também recebeu
1400W (OVADW e OVAMW).
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4.4 AVALIACAO DE CELULAS POSITIVAS PARA IL5 NO SEPTO ALVEOLAR

A Figura 3 mostra os valores de células positivas para IL5 por unidade
de &rea de septo alveolar. Houve um aumento no numero de células
positivas para IL5 no grupo sensibilizado comparativamente ao seu controle
(grupos OVA 8,18+0,46/10"um? SAL 2,57+0,21/10*um? p<0,05). Houve
reducdo do numero de células positivas para IL5 nos grupos OVAW
(4,90%0,45/10*um?), OVAD (4,75+0,29/10°um?%); OVAM (6,23+0,34/10*um?)
comparativamente ao grupo OVA (p<0,05). Cabe ressaltar que a associagéo
do 1400W potencializou a reducdo do numero de células positivas para IL5
no grupo OVADW (2,80+0,20/10°um?®) e OVAMW (5,01+0,26/10*um?)

comparativamente a grupo OVAD e OVAM, respectivamente (p<0,05).
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Figura 3. Valores de média + EP de células positivas para IL5 em
tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sddico e suas associa¢cdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,001 comparativamente aos demais grupos;
**p<0,01 comparativamente ao grupo correspondente que também recebeu
1400W (OVADW e OVAMW).
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4.5 AVALIAGAO DE CELULAS POSITIVAS PARA IFNy NO SEPTO ALVEOLAR

A Figura 4 mostra os valores de células positivas para IFNy por
unidade de area de septo alveolar. Houve um aumento no numero de células
positivas para IFNy no grupo sensibilizado comparativamente ao seu
controle (grupos OVA: 9,32+0,39/10*um?, SAL: 3,03+0,18/10um?, p<0,05).
Houve redugédo no numero de células positivas para IFNy nos grupos OVAW
(4,60+0,36/10*um?), OVAD (4,83+0,25/10*um?) e OVAM (8,94+0,39/10%um?)
comparativamente ao grupo OVA (p<0,05). A associagcdo do 1400W
potencializou a reducdo no numero de células positivas para IFNy nos
grupos OVADW (2,97+0,20/10*um?) e OVAMW (5,31+0,17/10*um?)

comparativamente aos grupos OVAD e OVAM, respectivamente (p<0,05).
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Figura 4. Valores de média + EP de células positivas para IFNy em
tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sodico e suas associagdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,001 comparativamente aos demais grupos;
**p<0,05 comparativamente ao grupo correspondente que também recebeu
1400W (OVADW e OVAMW).
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4.6 AVALIACAO DO CONTEUDO DE FIBRAS COLAGENAS E DE FIBRAS ELASTICAS
NO SEPTO ALVEOLAR

A Figura 5 mostra o contetdo de fibras colagenas no septo alveolar.
Houve um aumento no contetdo de fibras colagenas no grupo sensibilizado
comparativamente ao seu controle (grupos OVA: 16,84+0,67%, SAL
8,65+0,43%, p<0,05). Houve redugdo no contetdo destas fibras nos grupos
OVAW (10,68+0,58%), OVAD (11,41+0,23%), OVADW (10,49+0,36%),
OVAM (9,30+0,37%), OVAMW (10,68+0,38%), comparativamente ao grupo

OVA (p<0,05).
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Figura 5. Valores de média + EP da porcentagem de fibras colagenas
em tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sddico e suas associa¢cdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,05 comparativamente aos demais grupos.
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A Figura 6 mostra o contetdo de fibras elasticas no septo alveolar.
Houve um aumento no contetdo das fibras eldsticas no grupo sensibilizado
comparativamente ao seu controle (grupos OVA 12,65+0,65%, SAL
10,07+0,63%, p<0,05). Houve reducdo na porcentagem destas fibras nos
grupos OVAM (10,91+0,70%) e OVAW (10,16+0,73%) comparativamente ao
grupo OVA (p<0,05). A associacdo do 1400W potencializou a redugcdo no
contetudo de fibras elasticas dos grupos OVAMW (4,31+0,21%), OVADW
(6,81+0,25%) comparativamente aos grupos OVAM e OVAD,
respectivamente (p<0,05). Cabe ressaltar que n&o houve efeito do
tratamento com dexametasona (OVAD: 14,88+0,32%) isoladamente na

deposicdo de fibras elasticas (p<0,05).
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Figura 6. Valores de média + EP da porcentagem de fibras elasticas
em tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sddico e suas associa¢cdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,05 comparativamente aos demais grupos;
**p<0,05 comparativamente ao grupo correspondente que também recebeu
1400W (OVADW e OVAMW).
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4.7 AVALIACAO DE CELULAS POSITIVAS PARA TIMP1 NO SEPTO ALVEOLAR

A Figura 7 mostra os valores de células positivas para TIMP1 por
unidade de area de septo alveolar. Houve um aumento no niamero de células
positivas para TIMP1l no grupo sensibilizado comparativamente ao seu
controle (grupos: OVA: 9,57+0,43/10*um?, SAL: 3,18+0,21/10"um?, p<0,05).
Houve reducdo no numero de células positivas para TIMP1 nos grupos
OVAW  (4,4940,35/10°um®, OVAD (4,56+0,26/10°um?’) e OVAM
(7,62%0,35/10*°um?) comparativamente ao grupo OVA (p<0,05). A
associacdo do 1400W potencializou a reducdo no numero de células
positivas para TIMP1 nos grupos OVADW (2,87+0,18/10°um?) e OVAMW
(5,090,18/10*um?) comparativamente aos grupos OVAD e OVAM,

respectivamente (p<0,05).
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Figura 7. Valores de média + EP de células positivas para TIMP1 em
tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sddico e suas associa¢cdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,001 comparativamente aos demais grupos;

**p<0,01 comparativamente ao grupo correspondente que também recebeu
1400W (OVADW e OVAMW).
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4.8 AVALIACAO DE CELULAS MMP9 POSITIVAS PARA NO SEPTO ALVEOLAR

A Figura 8 mostra os valores de células positivas para MMP9 por
unidade de &rea de septo alveolar. Houve um aumento no nimero de células
positivas para MMP9 no grupo sensibilizado comparativamente ao seu
controle (grupos OVA: 9,63+0,47/10%°um?, SAL: 3,46+0,21/10"um?, p<0,05).
Houve reducdo no numero de células positivas para MMP9 nos grupos
OVAW  (4,79+0,37/10°ym?), OVAD  (5,41£0,33/10°um®); OVADW
(6,17%0,53/10*um?); OVAM (6,39+0,39/10"um?) e OVAMW

(5,80%0,44/10*um?) comparativamente ao grupo OVA (p<0,05).
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Figura 8. Valores de média + EP de células positivas para MMP9 em
tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sddico e suas associa¢cdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,001 comparativamente aos demais grupos.
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4.9 AVALIAGAO DE CELULAS POSITIVAS PARA TGFf3 NO SEPTO ALVEOLAR

A Figura 9 mostra os valores de células positivas para TGFB por
unidade de area de septo alveolar. Houve um aumento no numero de células
positivas para TGFB no grupo sensibilizado comparativamente ao seu
controle (grupos OVA: 9,51+0,30/10*um? SAL: 2,72+0,16/10*um? , p<0,05).
Houve redugdo no numero de células positivas para TGFB nos grupos
OVAW  (4,40+0,33/10°uym?), OVAD  (4,7440,25/10°uym?); OVADW
(4,58+0,27/10*um?) e OVAM (9,25+0,33/10°ym?) comparativamente ao
grupo OVA (p<0,05). A associagcdo do 1400W potencializou a redugéo no
niumero de células positivas para TGFB no grupo OVAMW

(6,81%0,35/10*um?) comparativamente ao grupo OVAM (p<0,05).
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Figura 9. Valores de média + EP de células positivas para TGF3 em
tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sodico e suas associagdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,001 comparativamente a SAL, OVAW,
OVAD,OVADW e OVAMW **p<0,01 comparativamente ao grupo
correspondente que também recebeu 1400W (OVAMW).
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4.10 AVALIACAO DE CELULAS POSITIVAS PARA INOS NO SEPTO ALVEOLAR

A Figura 10 mostra os valores de células positivas para iINOS por
unidade de area de septo alveolar. Houve um aumento no niamero de células
positivas para INOS no grupo sensibilizado comparativamente ao seu
controle (grupos OVA: 8,91+0,35/10%um?, SAL: 3,27+0,20/10"um?, p<0,05).
Houve redugdo no numero de células positivas para iINOS nos grupos
OVAW  (4,79+0,37/10°ym?), OVAD  (5,41£0,33/10°um®); OVADW
(5,16%0,36/10*um?); OVAM (8,71+0,35/10*um?) comparativamente ao grupo
OVA (p<0,05). A associac¢do do 1400W potencializou a redugdo no namero
de células positivas para iINOS no grupo OVAMW (7,26+0,40/10%um?)

comparativamente ao grupo OVAM (p<0,05).
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Figura 10. Valores de média + EP de células positivas para iNOS em
tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sddico e suas associa¢cdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,001 comparativamente aos demais grupos;
**p<0,01 comparativamente ao grupo correspondente que também recebeu
1400W (OVAMW).
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4.11 AVALIACAO DA PROPORCAO DE VOLUME DE ACTINA NO SEPTO
ALVEOLAR

A Figura 11 mostra a propor¢ao de volume de actina por unidade de
area de septo alveolar. Houve um aumento na propor¢cdo do volume de
actina no grupo sensibilizado comparativamente ao seu controle (grupos
OVA: 9,63+0,47%, SAL: 3,46+0,21%, p<0,05). Houve reducdo na proporgao
do volume de actina nos grupos OVAW (5,68+0,24%); OVAD (6,28%0,22%)
e OVAM (7,59+0,46%) comparativamente ao grupo OVA (p<0,05). A
associacdo do 1400W potencializou a reducéo na proporcédo do volume de
actina nos grupos OVADW (5,38+0,21%) e OVAMW (6,17+0,38%)

comparativamente aos grupos OVAD e OVAM, respectivamente (p<0,05).
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Figura 11. Valores de média + EP da propor¢do do volume de actina
em tecido pulmonar periférico de cobaias repetidamente expostas a
ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W (OVAW) ou dexametasona
ou montelucaste sddico e suas associa¢cdes (OVAD, OVADW, OVAM e
OVAMW, respectivamente). *p<0,05 comparativamente aos demais grupos;
**p<0,05 comparativamente ao grupo correspondente que também recebeu
1400W (OVADW e OVAMW).
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4.12 AVALIACAO DA PROPORGCAO DE VOLUME DE ISOPROSTANO PGF2 ALFA NO
SEPTO ALVEOLAR

A Figura 12 mostra a proporgéo de volume de isoprostano PGF2 alfa
por unidade de area de septo alveolar. Houve um aumento na propor¢ao do
volume de isoprostano PGF2 alfa no grupo sensibilizado comparativamente
ao seu controle (grupos OVA: 14,46%0,24%, SAL: 3,22+0,21%, p<0,05).
Houve reducdo na proporcdo do volume de isoprostano PGF2 alfa nos
grupos OVAW (6,95+0,39%); OVAD (7,37+0,15%) e OVAM (9,57+0,42%). A
associacdo do 1400W potencializou a reducéo na propor¢cédo do volume de
isoprostano PGF2 alfa nos grupos OVADW (5,49+0,22%) e OVAMW
(6,12+0,14%) comparativamente aos grupos OVAD e OVAM,

respectivamente (p<0,05).
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Figura 12. Valores de média + EP da propor¢cdo do volume de
isoprostano  PGF2 alfa em tecido pulmonar periférico de cobaias
repetidamente expostas a ovoalbumina (grupo OVA) e tratadas com 1400W
(OVAW) ou dexametasona ou montelucaste sodico e suas associacdes
(OVAD, OVADW, OVAM e OVAMW, respectivamente). *p<0,05
comparativamente aos demais grupos; **p<0,05 comparativamente ao grupo
correspondente que também recebeu 1400W (OVADW e OVAMW).
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4.13 ANALISE DESCRITIVA DOS FRAGMENTOS DE TECIDO PULMONAR

PERIFERICO

Na analise qualitativa do tecido periférico de animais expostos a
ovoalbumina notamos que estes animais apresentaram um aumento no
conteudo de actina e isoprostano em relacdo aos demais grupos. Assim
como uma intensa deposi¢cdo de fibras colagenas e elasticas no septo
alveolar. Os tratamentos com 1400W, dexametasona e montelucaste sodico
associados ou ndo ao 1400W reduziram o remodelamento da matriz
extracelular caracterizado pela diminuigdo na deposi¢cao de fibras colagenas

e elasticas (Figural3).

O tecido periférico de animais expostos a ovoalbumina apresentaram
uma proeminente infiltracdo eosinofilica, associado a um aumento
significativo das células positivas para iINOS, TGFB e IFNy. Os tratamentos
com 1400W, dexametasona e montelucaste sodico associados ou nao
1400W reduziram esta resposta, caracterizados por uma atenuagido no
infiltrado eosinofilico e uma reducao para as células positivas para iNOS,

TGFB e IFNy (Figura 14).

O tecido periférico de animais expostos a ovoalbumina apresentou um
aumento significativo das células positivas para IL4, IL5, MMP9 e TIMP1. Os
tratamentos com 1400W, dexametasona e montelucaste sodico associados
ou ndao 1400W reduziram esta resposta, caracterizados por uma atenuacao
no infiltrado eosinofilico e uma redugcédo para as células positivas para IL4,

IL5, MMP9 e TIMP1 (Figura 15).
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Figura 13. Fotomicrografias representativas de tecido pulmonar
periférico, corados para detectar isoprostano PGF2 alfa (painéis 1, 5, 9, 13,
17, 21 e 25), corados para detectar actina (painéis 2, 6, 10, 14, 18, 22 e 26),
fixados com Picro-Sirius para detectar colageno (painéis 3, 7, 11, 15, 19, 23
e 27) Resorcina Fucsina de Weigert para detectar fibras elésticas (painéis 4,
8, 12, 16, 20, 24 e 28) de cobaias que receberam inalagcdes com salina 0,9%
SAL (painéis 1 a 4), de cobaias que receberam inalag6es com ovoalbumina
[OVA(painéis 5 a 8)] ou aquelas que sofreram exposi¢cdo crbnica a
ovoalbumina em associagdo com 0S seguintes tratamentos: 1400W
[OVAW(painéis 9 a 12)], dexametasona [OVAD(painéis 13 a 16)]
dexametasona + 1400W [OVADW(painéis 17 a 20)], montelucaste sodico
[OVAM(painéis 21 a 24)] ou montelucaste sddico + 1400W [OVAMW(painéis
25 a 28)].
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Eosindfilos
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Figura 14. Fotomicrografias representativas de tecido pulmonar
periférico, corados com LUNA para detectar eosindfilos (painéis 1, 5, 9, 13,
17, 21 E 25), corados para detectar células positivas para iNOS (painéis 2, 6,
10, 14, 18, 22 e 26), corados para detectar células positivas para TGF(
(painéis 3, 7, 11, 15, 19, 23 e 27), corados para detectar células positivas
para IFNy (painéis 4, 8, 12, 16, 20, 24 e 28), de cobaias que receberam
inalagdes com salina 0,9% SAL (painéis 1 a 4), de cobaias que receberam
inalagbes com ovoalbumina [OVA(painéis 5 a 8)] ou aquelas que sofreram
exposicdo crbnica a ovoalbumina em associagdo com o0s seguintes
tratamentos: 1400W [OVAW(painéis 9 a 12)], dexametasona [OVAD(painéis
13 a 16)] dexametasona + 1400W [OVADW(painéis 17 a 20)], montelucaste
sédico [OVAM(painéis 21 a 24)] ou montelucaste sodico + 1400W
[OVAMW(painéis 25 a 28)].
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Figura 15. Fotomicrografias representativas de tecido pulmonar
periférico, corados com LUNA para detectar eosindfilos (painéis 1, 5, 9, 13,
17, 21 E 25), corados para detectar células positivas para iNOS (painéis 2, 6,
10, 14, 18, 22 e 26), corados para detectar células positivas para TGFp
(painéis 3, 7, 11, 15, 19, 23 e 27), corados para detectar células positivas
para IFNy (painéis 4, 8, 12, 16, 20, 24 e 28), de cobaias que receberam
inalagbes com salina 0,9% SAL (painéis 1 a 4), de cobaias que receberam
inalagbes com ovoalbumina [OVA(painéis 5 a 8)] ou aquelas que sofreram
exposicdo crbnica a ovoalbumina em associagdo com o0s seguintes
tratamentos: 1400W [OVAW(painéis 9 a 12)], dexametasona [OVAD(painéis
13 a 16)] dexametasona + 1400W [OVADW(painéis 17 a 20)], montelucaste
sédico [OVAM(painéis 21 a 24)] ou montelucaste soédico + 1400W
[OVAMW(painéis 25 a 28)].
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Embora nos ultimos anos, um numero consideravel de estudos tenha
enfatizado a importancia de varios mediadores e moduladores inflamatérios
na fisiopatologia das alteracdes presentes nas vias aéreas de asmaticos
(Bousquet et al., 2000; Holgate, 2001, GINA, 2010), poucos estudos tém-se
dedicado a avaliar os efeitos dos diversos tipos de opcdes terapéuticas e de
novas drogas nas altera¢des do tecido pulmonar periférico, que também sao
de fundamental importdncia para o controle de pacientes asmaticos,
particularmente aqueles com quadros graves e de dificil controle (Montuschi
et al., 1999; Rocco et al., 2001, Fonseca et al., 2006; GINA, 2010, Naura et

al., 2010).

No presente estudo demonstramos, no tecido pulmonar periférico de
cobaias com inflamacédo alérgica cronica, que o tratamento isolado com
corticosterodide foi eficiente em controlar a inflamacdo eosinofilica, a
expressado celular citocinas de perfil Th2 (IL4 e IL5) e de perfil Thl (IFN
gama), assim como atenuacdo da resposta de estresse oxidativo e o
conteudo de actina. Houve controle da resposta de remodelamento da matriz
extracelular em relag@o ao conteudo de fibras colagenas, além da expressao
celular de TIMP1, MMP9 e TGF beta. No entanto, ndo houve alteracdo da

resposta de remodelamento das fibras elasticas.

Os tratamentos isolados com montelucaste ou anti-INOS foram
eficientes em controlar a inflamacédo eosinofilica, a expresséo celular de
citocinas de perfil Thl e Th2, o remodelamento da matriz extracelular, a

ativacdo de resposta de estresse oxidativo, além do conteddo de actina.
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Contudo, o tratamento isolado com montelucaste nao foi efetivo no controle

da expresséo de TGF beta.

Embora ja houvesse evidéncias em vias aéreas da importancia destes
tratamentos no controle das principais alteragbes morfofuncionais presentes
na asma, o presente estudo esclarece que, em grande parte, o tratamento
isolado com estas drogas foi capaz de controlar também as altera¢des do
tecido pulmonar periférico. Cabe ressaltar que, no presente estudo, todas as
drogas tém administracdo sistémica e ndo inalatéria, o que deve ter

contribuido para a eficacia de tratamento no tecido pulmonar distal.

No entanto, nosso foco principal neste estudo foi esclarecer a
importancia da associacdo de uma nova classe de drogas que controla a
producdo de iINOS, como um instrumento terapéutico para o controle de
alteracdes do tecido pulmonar periférico em um modelo com inflamagéo

cronica tanto de vias aéreas como de tecido pulmonar periférico.

Neste sentido, observamos que o tratamento de glicocorticoide
associado ao inibidor de INOS em relagdo ao tratamento isolado com
corticosterdide potencializou a reducéo da expresséao celular de citocinas de
perfil Thl e Th2, além do conteddo de actina. Em relagdo a ativagdo de
resposta de estresse oxidativo houve potencializacdo apenas na expressao
de isoprostano PGF2 alfa. Em relacdo ao remodelamento da matriz
extracelular notamos potencializagcéo da reducgéo de fibras elasticas, que ndo

haviam sido modificadas pelo tratamento isolado com glicocorticéide, e da

expresséao celular de TIMP1.
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Em relagdo ao tratamento de montelucaste associado ao inibidor de
iINOS comparativamente ao tratamento isolado com montelucaste, notamos
potencializacdo da resposta de reducdo da expresséao celular de citocinas de
perfil Thl e Th2, além do conteddo de actina. Em relagdo a ativagdo de
resposta de estresse oxidativo houve melhor controle da expresséo celular
de iNOS e de isoprostano PGF2 alfa. Quanto ao remodelamento da matriz
extracelular observamos potencializacdo da reducdo de fibras elésticas e
TGF beta, que ndo haviam sido modificadas pelo tratamento isolado com

montelucaste, e da expresséao celular de TIMP1.

Passaremos agora a discutir para cada um dos principais aspectos
analisados, a saber: conteddo de actina, inflamacéo, estresse oxidativo e
remodelamento da matriz extracelular, a importédncia desses tratamentos

isolados e, principalmente, das associacfes terapéuticas.

CONTEUDO DE ACTINA

Notamos que a associagdo de glicocorticéide quanto de montelucaste
com anti-iINOS foram igualmente eficientes em potencializar o controle da
expressao de actina. Cabe lembrar que a actina estd presente
fundamentalmente nos miofibroblastos e demais elementos contrateis do

tecido pulmonar.

Cabe ressaltar que era nosso objetivo inicial avaliar a resposta
contratil do tecido pulmonar distal, associadamente a avaliacdo do contetdo

de actina. Contudo, por problemas técnicos ndo pudemos finaliza-la. No
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entanto, em varios estudos anteriores neste modelo experimental, que
avaliaram a resposta de mecéanica oscilatério do tecido pulmonar distal,
pudemos notar uma correlacdo entre a reducdo da resposta de hiper-
responsividade pulmonar especifica e inespecifica e o contetdo de actina

(Angeli et al., 2008; Nakashima et al., 2008; Starling et al., 2009).

Estudos in vitro demonstraram que a sintese de DNA e a proliferagédo
das células musculares lisas das vias aéreas de humanos podem ser
reduzidas pela administracdo exodgena de doadores de Oxido nitrico (Patel et
al., 1999). Mais recentemente, demonstrou-se que o 6xido nitrico inibe a
proliferagdo das células da musculatura lisa das vias aéreas na fase G1 via

GMPc dependente (Hamad e Knox, 2001).

Sendo assim, embora admitindo a limitacdo do presente estudo de
ndo ter demonstrado novamente o controle desta resposta funcional no
tecido pulmonar distal, consideramos que a potencializagédo da reducdo do
contetdo de actina € uma evidéncia a ser considerada como marcadora do
controle da resposta funcional distal, reforcando a importancia dessas
associacfes como estratégia terapéutica quando ha inflamacdo croénica

pulmonar.

RESPOSTA INFLAMATORIA

No presente estudo observamos que tanto a associacdo de

glicocorticdide quanto de montelucaste com anti-iNOS foi igualmente
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eficiente em potencializar o controle da expressao de IL4, IL5 e IFN gama.
Nenhuma das associa¢fes potencializou o controle da resposta eosinofilica,
mantendo o controle ja estabelecido pelo tratamento isolado com cada uma
das drogas estudadas.

O papel determinante das diferentes citocinas e dos eosinéfilos na
modulag¢do da resposta funcional pulmonar em asméaticos e em modelos
experimentais de inflamacdo cronica tem sido objeto de varios estudos
(GINA, 2010). Cabe lembrar que estd bem estabelecido que na resposta
alérgica ocorre predominancia de células Th2. Apds a ativagdo dos linfécitos
pelo contato com o antigeno, a subpopulacdo CD4+ tem como principal
funcao direcionar respostas imunes por intermédio da secre¢do de uma série
de citocinas, entre elas IL4, IL13, IL5, IL9, IL6 e IL10, que sdo responsaveis
pela estimulacdo da producéo de IgE, contribuindo, assim, com a eosinofilia

(GINA, 2010).

A IL4 parece estar envolvida na regulacdo da alta afinidade dos
receptores para IgE presentes nos mastécitos e também na expressao de
molécula vascular de adesdo 1 (VCAM-1) no endotélio (Moser et al., 1992),
contribuindo assim com o recrutamento de eosinéfilos. Por este motivo, entre
outros, alguns autores consideram a IL4 como mediador central da

inflamacao alérgica de vias aéreas.

Em modelo de inflamacédo de vias aéreas em camundongo a IL4 atua
na regulacdo do recrutamento eosinofilico por um mecanismo linfécito T-

dependente (Brusselle et al., 1994). Schleimer et al. (1992) demonstraram a
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habilidade da IL4 em induzir o recrutamento seletivo dos granulécitos em

reacdes alérgicas in vivo.

Vérios estudos recentes sugerem que altas concentragfes de acido
ribonucléico mensageiro (RNAm) para GATA 3, um fator de transcri¢do
restrito as células Th2, foram encontrados em bidpsias brénquicas de
pacientes asmaticos (Nakamura et al.,, 1999). Além disto, bidpsias
brénquicas e células do lavado broncoalveolar de pacientes asmaticos
apresentam aumento na expressdo de RNAm para IL3, IL4, IL5 e GM-CSF

(Busse, Lemanske, 2001).

Em relacdo aos eosinofilos, sabe-se que sdo encontrados em
abundancia em 6rgédos com interface epitelial como o trato gastrointestinal e
trato respiratorio (McFadden e Gilbert, 1992). A eosinofilopoiese é regulada
por diversos mediadores, entre eles a IL3, IL5, e o GM-CSF. Quando
maduro, o eosindfilo possui ndcleo bilobulado e abundantes granulos densos
gue além de servirem de estoque para mediadores inflamatérios, sdo fonte
de proteinas inflamatérias, particularmente a proteina basica principal, a
proteina catibnica eosinofilica e a proteina X do eosinoéfilo/neurotoxina

derivada do eosindfilo.

A proteina béasica principal possui caracteristica Unica, podendo
causar de forma direta o dano epitelial, intensificar a hiper-responsividade
brénquica, e causar degranulacdo de basdfilos e mastocitos. Entre as

propriedades biologicas dos eosindfilos ainda se pode incluir a liberacdo de
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radicais livres de oxigénio, eicosandides e citocinas de classe Th2 (Ying et
al., 1995). A IL5 induz a diferenciacdo terminal de eosindfilos imaturos
(Sanderson, 1992). Além disso, estimula a liberagcdo de eosinodfilos na
circulagdo e prolonga sua sobrevida. Sedgwick et al. (1991) demonstraram
gue a broncoprovocagdo com alérgeno aumenta a concentragdo local de
IL5, sendo esta resposta positivamente correlacionada com o numero de

eosinéfilos nas vias aéreas.

Em relacdo aos tratamentos isolados, varios autores ja haviam
demonstrado a eficacia destes tratamentos isolados e de outras estratégias
terapéuticas, principalmente em vias aéreas de humanos e modelos
experimentais. Nesse sentido, Blain, Sirois (2000) mostraram em
camundongos sensibilizados e desafiados que ha uma reducdo dose-
dependente em eosinofilos recuperados no lavado broncoalveolar tanto pelo
uso da dexametasona como pelo MK-571, um antagonista de receptor

CisLT1.

Considerando o mesmo modelo experimental utilizado no presente
estudo, Lancas et al. (2006) demonstraram que ha um aumento na
densidade eosinofilica alveolar em respostas precoces e tardias. Nakashima
et al. (2008) demonstraram que a tolerancia oral reduziu o recrutamento de
eosindfilos no tecido pulmonar distal. Tibério et al. (2003) demonstraram que
0 bloqueio tanto substancia P (SP) quanto neurocinina A (NKA) contribuem
para o controle do recrutamento de eosinofilos nas vias aéreas distais e na

parede alveolar. Em concordancia com esses estudos, Prado et al. (2006)
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demonstraram que a inibicdo da iINOS por 1400W atenuou o recrutamento

de eosinodfilos para as vias aéreas.

Em outros modelos experimentais ja foi demonstrado o efeito destes
tratamentos. Henderson et al. (2002) mostraram que camundongos tratados
com ovoalbumina e com inflamacé&o crénica de vias aéreas desenvolveram
um grande infiltrado eosinofilico e mononuclear no intersticio pulmonar.
Utilizando a técnica morfométrica, observaram uma reducdo de eosindfilos

nos camundongos tratados com montelucaste sédico.

McMillan et al. (2005) demonstraram, em camundongos expostos
cronicamente com ovoalbumina, que a administracdo cronica de budesonida
foi capaz de reduzir a hiper-reatividade das vias aéreas, assim como a
infiltracdo leucocitaria, com decréscimo na producdo de mediadores Th2,
tais como IL4, IL12 e eotaxina-1. De Kluijver et al. (2005) expuseram
pacientes com asma leve a repetidas exposicdes com baixas doses de
alérgeno e concomitante uso de corticosteréide inalatério. Demonstraram
gue o uso destas medicac¢des reduziu o numero de eosindfilos, neutrdfilos e

linfécitos T na mucosa.

Contudo, como pudemos observar, ndo hé& estudos que
demonstrassem previamente que as associacfes de corticosterdides ou
montelucaste ao inibidor de iINOS contribuem de forma significativa para a
reducdo da resposta inflamatéria do tecido pulmonar periférico com
potencializacdo da reducdo de actina, o que claramente pode representar

uma melhora nas perspectivas terapéuticas da inflamacéo crbénica pulmonar.
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ESTRESSE OXIDATIVO

Notamos no presente estudo que todos os tratamentos isoladamente
tenham contribuido para a redu¢do do numero de células iINOS positivas e
do conteldo do isoprostano PGF2 alfa. Em relacdo as associagfes notamos
gue monteculaste e anti INOS potencializou a reducdo dos dois parametros
enquanto a associacdo de corticosterdide e anti INOS apenas potencializou
a reducdo do isoprostano PGF2 alfa. Uma provavel explicacdo pode ser
devida ao efeito conhecido do corticosterdide em reduzir a expressao de

iINOS, o que isoladamente ja contribuiu para o controle deste parametro.

As vias de ativacdo do estresse oxidativo tém um papel importante na
regulacdo dos mediadores inflamatérios envolvidos com a atopia (Torres et
al., 2004; Wright et al., 2005; Umetsu et al., 2006). O estresse oxidativo
ocorre quando o equilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes pende a favor
das substancias pro-oxidantes (Torres et al.,, 2004). Torres et al. (2004)
demonstraram que ratos submetidos a estresse crbénico variavel

apresentaram aumento na peroxidacao lipidica pulmonar.

Fitzpatrick et al. (2009) demonstraram que criangcas com asma grave
apresentam aumento de varios marcadores de estresse oxidativo no fluido
epitelial, sinalizando um aumento na resposta oxidativa. Em modelos
experimentais, Jonasson et al. (2009) demonstraram em modelo de
inflamacao pulmonar aguda que os niveis de isoprostano PGF2 alfa no fluido
do lavado broncoalveolar apresentavam-se aumentados assim como a

reatividade bréonquica.
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A diminuicdo no numero de células positivas para iNOS atenuou as
respostas do estresse oxidativo, assim como reduziu o numero de
eosinofilos, o contetdo de actina e de fibras elasticas, o que ja foi
demonstrado previamente em vias aéreas e em tecido pulmonar periférico
(Prado et al., 2006, Almeida-Reis et al., 2010).

Neste modelo experimental j& demonstramos anteriormente que as
exposicdes repetidas a ovoalbumina potencializam a producdo de NO
(Prado et al.,, 2005, 2006, Angeli et al., 2008, Starling et al.,2009). O
aumento de NO e sua interagdo com os radicais superoxido causa a
formacédo de peroxinitritos. Este agente contribui para a peroxidacgao lipidica
e geracao de isoprostanos a partir do acido araquidénico. Com estudos
imunohistoquimicos é possivel identificar PGF-2a, a principal substancia da
familia dos isoprostanos produzida pela peroxidacdo de acido araquidénico,
como marcador da resposta de estresse oxidativo (Pryor, Squadrito, 1995;

Muijers et al., 1997).

Os isoprostanos contribuem para a contragdo do musculo liso agindo
por intermédio da tirosina quinase, Rho e Rho quinase levando a diminui¢édo
da atividade da fosfatase de cadeia leve da miosina, aumentando o nivel de

miosina fosforilada de cadeia leve e a contracdo (Morris, 2003).

Em relagdo aos mecanismos pelos quais o glicocorticéide sintético
dexametasona suprime a expressdao de INOS, Walker et al. (1997)
observaram que células RAW 264.7 estimuladas com estimulada por IFN
gama e tratadas com dexametasona apresentam uma reducdo da formacao

de nitrito, um dos produtos finais estaveis da producdo de NO medido em
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cultura de sobrenadantes. A reducao da atividade da iINOS foi causada pela
diminuicao dos niveis de proteina INOS e a formacdo de mRNA da iNOS em
cerca de 50%. Ha também uma diminui¢&o da transcrigcdo do gene da iNOS
e da estabilidade do mRNA da iNOS. Além disto, a dexametasona reduz a
quantidade de proteina INOS por dois mecanismos adicionais: reducdo da

traducdo de mRNA da iNOS e aumento da degradacao da proteina da iNOS.

Embora vérios estudos tenham demonstrado os efeitos do Oxido
nitrico (NO) nas vias aéreas proximais e distais (Dolhnikoff M et al., 1998;
Meurs et al., 2000; Ricciardolo FL et al., 2003), o papel do NO na modulacéo
das alteracbes do tecido pulmonar periférico, observadas nas respostas

funcionais e histopatolégicas de asmaticos, tem sido pouco estudadas.

Chakir J et al. (2003) demonstraram que a enzima Oxido nitrico
sintase induzida (iNOS) foi detectada em vérias células inflamatérias
incluindo macrofagos, neutrdfilos, eosindéfilos, mastécitos (Rocco PR, et al.,
2001 Prado, CM et al., 2005; Prado, CM et al, 2006), fibroblastos
pulmonares (Janssen LJ et al., 2001) e células epiteliais alveolares do tipo Il

(Weibel ER et al., 1963).

Embora outros autores tenham também mostrado que a producéo de
NO derivado da iINOS contribui para o recrutamento eosinofilico nas vias
aéreas (Bousquet J et al., 2000; Meurs H et al., 2000; Boulet LP et al., 2000,
Prado et al., 2006, Prado et al., 2010), outros estudos foram incapazes de

detectar este efeito (Ritz T et al., 2000).
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Vérios autores tém demonstrado que o NO derivado das isoenzimas
constitutivas agem no ténus do musculo liso e que o NO derivado
principalmente da iNOS regula a resposta inflamatoria (Bousquet J et al.,
2000; Boulet LP et al., 2000). Demonstramos previamente, com 0 mesmo
modelo animal usado neste estudo, um aumento no nimero de eosinéfilos
que expressam tanto a oOxido nitrico sintase neuronal quanto a iNOS, ao

redor das vias aéreas (Prado, CM et al., 2005, Prado et al.,2010).

No tecido pulmonar distal, Angeli et al. (2008) demonstraram que o
tratamento com L-NAME, falso substrato para todas as o6xido nitrico
sintases, foi capaz de reduzir as respostas de estresse oxidativo, marcadas
pela expressdo do isoprostano PGF2 alfa, e reduzir o conteddo de fibras
elasticas, previamente aumentadas pelo estimulo inflamatério crénico. Estas
alteracdes se associaram a atenuacdo da resposta contratili do tecido
pulmonar periférico. Starling et al. (2009) demonstraram que o tratamento
com 1400W atenuou a resposta de mecéanica pulmonar, a infiltragdo
eosinofilica, a expressédo de iINOS, de isoprostano PGF2 alfa e o contetudo
de fibras elasticas no tecido pulmonar periférico em cobaias com inflamacgé&o

alérgica cronica.

H& algumas evidéncias em relacdo ao efeito do montelucaste nas
respostas de estresse oxidativo. Offer et al. (2003) investigaram os efeitos
do montelucaste (um antagonista dos receptores dos leucotrienos) na
expressao da iINOS em ratos em modelo de inflamacao alérgica e em células

epiteliais do pulmao IL2. A inflamacé&o alérgica foi induzida por ovalbumina
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via intraperitoneal nos ratos seguido de tratamento com um montelucaste ou

dexametasona.

Os niveis cisteinil leucotrienos foram medidos no lavado
broncoalveolar e no pulm&o, desta forma foi avaliada a expressdo e
atividade da iNOS. A expressdo da iNOS foi significativamente maior nos
ratos sensibilizados com ovoalbumina e desafiados em compara¢gdo com 0s
controles, e os tratamentos com dexametasona e montelucaste. No entanto,

diferencgas néo significativas na atividade da iNOS.

N&o encontramos na literatura estudos que avaliassem estas
associa¢6es no controle da resposta de estresse oxidativo. Além disto, como
discutido previamente, na asma grave e de dificil controle a resposta de
estresse oxidativo contribuiu para a manutencéo das alteracdes estruturais.
Sendo assim, os resultados obtidos sugerem que estas associagcbes de
tratamentos estudadas podem representar uma nova abordagem terapéutica
com boas perspectivas de eficacia e, que claramente, também podem
contribuir para o controle das alteragbes funcionais no tecido pulmonar

distal.

REMODELAMENTO DA MATRIZ EXTRACELULAR

Um novo paradigma se apresenta para a fisiopatogenia da asma, no
qual a inflamacdo exagerada e o0 remodelamento pulmonar séo

consequéncia de lesbes anormais e respostas de reparo, que levam a
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susceptibilidade do epitélio brénquico aos componentes ambientais

inalatorios (Yuan et al., 2003; Goleva et al., 2007).

Observamos que todos os tratamentos isoladamente foram eficientes
em reduzir o contetdo de fibras colagenas, TIMP1, MMP9 e TGF beta.
Contudo em relacdo as fibras elasticas, apenas o tratamento com
dexametasona néo atenuou esta resposta. Estes dados estdo de acordo
com o observado por Goleva et al. (2007) que avaliaram pacientes
asmaticos resistentes ou ndo a corticosteréides e n&do observaram
diferencas nos dois grupos quanto a quantidade de elastase em

polimorfonucleares.

No presente estudo, o tratamento de corticosterdide associado ao
inibidor de INOS em relagdo ao tratamento isolado com glicocorticosteréide
potencializou a reduc¢édo de fibras elasticas e da expresséo celular de TIMP1.
Em relacdo ao tratamento de montelucaste associado ao inibidor de iINOS
comparativamente ao tratamento isolado com montelucaste, notamos
potencializacdo da reducdo de fibras elédsticas e da expressédo celular de
TIMP1 e TGF beta. Todos os tratamentos isoladamente foram capazes de
reduzir o conteudo de fibras coldgenas no tecido pulmonar distal, e nao
observamos potencializacdo de resposta com nenhuma das associagdes de

tratamento testadas.

H&4 vérias evidéncias que justificam os resultados obtidos,
particularmente em relacdo aos tratamentos isolados. Em relacdo aos

leucotrienos cisteinicos (CisLTs), sabe-se que tém um papel fundamental no
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remodelamento de vias aéreas observado na asma persistente, o qual inclui
aumento de células mucosas nas vias aéreas, muco, vasos sanguineos,

musculo liso, miofibroblastos e fibrose de vias aéreas (Klujiver et al., 2005).

Holgate et al. (2003), utilizando modelo experimental de asma em
camundongos, demonstraram que oS antagonistas de receptores CisLT1
inibem o processo de remodelamento de vias aéreas, incluindo o influxo de
eosinofilos para os pulmdes, a desgranulacdo eosinofilica, a liberacdo de
citocinas Th2, a hiperplasia de glandulas mucosas, hipersecre¢do de muco,
hiperplasia de células musculares lisas, deposicdo de coldgeno e fibrose

pulmonar.

As MMPs sdo uma familia de proteinases neutras responsaveis pelo
processo de remodelamento que ocorre em situagdes fisiolégicas como na
embriogénese e no reparo de lesdes teciduais. Atuam na degradacdo de
colageno, fibras elasticas e outros componentes da matriz extracelular e
também tém um papel na migracdo celular clivando moléculas de adeséo e
inativando vérias citocinas (Madri JA e Graesser D; 2000).

As metaloproteinases tém inibidores teciduais denominados TIMPs,
sendo que o TIMP1 liga-se de forma covalente a MMP9 e também esti
aumentado na asma. No pulméo a MMP9 pode ser produzida por neutrofilos,
macrofagos, eosinofilos, linfocitos, mastécitos e células dendriticas, entre
outras (Ohno et al., 1997; Kelly et al., 2000; Atikinson e Sénior, 2003;

Ohbayashi e Shimokata, 2005).
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A MMP9 pode ativar mecanismos de reparo inadequados como a
ativacdo da producédo de TGFB1 (fator transformador do crescimento beta)
aumentando a sintese de colageno pelos fibroblastos (Lee et al., 2001).

Yuan et al.,, (2003) estudaram o efeito da dexametasona sob o
remodelamento das vias aéreas de ratos Wistar e avaliaram o equilibrio
entre as metaloproteinases e o inibidor tecidual das metaloproteinases. A
expressao de MMP2 e TIMP1 nos pulmbes foi avaliada por reagcao cadeia de
polimerase. Houve uma correlacédo positiva entre MMP2 e TIMP1 no grupo
controle, mas n&o no grupo de asmaticos. Portanto, os autores concluiram
que a dexametasona poderia impedir o remodelamento das vias aéreas por
reducdo da expressdao de MMP2 e TIMP1 e restaurando o equilibrio entre
MMP2 e TIMP1.

Miller et al. (2006) demonstraram que os corticosteroides inibem a
expressao de TGFbeta 1 em eosindfilos e macrofagos. McMillan et al. (2005)
demonstraram, em camundongos expostos cronicamente com ovoalbumina,
que a administracdo crbnica de budesonida foi capaz de reduzir na
deposicdo de colageno peribronquiolar e a produgdo de muco. Os autores
concluiram que o uso da budesonida modula a progressdao do
remodelamento das vias aéreas pela regulagdo da inflamacgao e inibicdo da
sinalizacdo para TGF beta1, e ndo pela diminuicdo da producdo de TGF

beta em nivel proteico.

De Kluijver et al. (2005) expuseram pacientes com asma leve a
repetidas exposicdes com baixas doses de alérgeno e concomitante uso de

corticosterdide inalatério. Demonstraram que o tratamento foi capaz de
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aumentar a quantidade de proteoglicanos, biglicam e versicam. Esta ultima
observacdo aponta para a necessidade de se monitorar alteracdes
provocadas pelo uso de corticosterdides na estrutura de vias aéreas em

pacientes com asma.

Como os eosindfilos podem liberar ainda fatores de crescimento
(Weller PF, 1991), elastase (Lungarella G et al., 1992) e metaloproteinases
(Ohno et al., 1997) além de estimular fibroblastos (Hall e Walport, 1993),
acredita-se que possam contribuir para os processos de fibrose tecidual e
remodelamento de vias aéreas (Walz et al., 1993). Estes dados corroboram
nossos achados visto que tanto para o recrutamento eosinofilico quanto para
a avaliacdo do conteudo de coladgeno, todos os tratamentos foram efetivos,

sem potencializacdo de resposta com as associagdes.

Em relacdo ao 6xido nitrico, Gabazza EC et al. (2000) demonstraram
uma correlagéo positiva entre as concentragdes de nitrito/nitrato no escarro
induzido de pacientes com asma e o remodelamento bréonquico, insinuando
assim que o NO esteja envolvido no processo de remodelamento de vias
aéreas. Além disto, o éxido nitrico derivado de isoformas constitutivas age
protegendo as alteracdes da matriz extracelular em modelo experimental de
inflamacdo pulmonar alérgica, enquanto iINOS derivados NO contribuem
para o aumento de ambas as fibras coldgenas e elasticas (Prado et al.,
2006, Prado et al., 2010). Vale ressaltar que os efeitos do éxido nitrico que
contrapdem o remodelamento também podem ser observados no tecido

tecido pulmonar periférico (Starling et al., 2009).
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Hogaboam et al. (2005) estudaram um modelo de granuloma
pulmonar néo fibrético e demonstraram que o L-NAME induz um aumento
nos receptores de quimiocinas CC, CCR2 e CCR3, mRNA, reduz MCP-1 e
eotaxina em cultura de fibroblastos isolados de pulméo, aumentando o

conteudo de colageno.

Alguns autores tém discutido que a arginase que também; tem como
substrato a L-arginina, pode atuar em miofibroblastos aumentando a
producdo de colageno, via producdo de L-ornitina (Ricciardolo et al., 2003;
Meurs et al., 2003). Como descrito anteriormente, a arginase e a enzima
6xido nitrico sintase utilizam um substrato comum. Portanto, o tratamento
cronico com L-NAME é uma forma indireta de inferirmos o papel das
arginases nas alteracbes encontradas neste modelo, particularmente no

remodelamento de vias aéreas.

Relatos anteriores sugerem que a arginase pode interferir com a
diferenciagcdo de miofibroblastos, aumentando a producdo de colageno.
Meurs et al. (2003) também sugeriram que a deficiéncia induzida por

alérgenos de cNOS derivado do NO aumenta a atividade da arginase.

Cosiderando que o remodelamento das vias aéreas ndo € totalmente
controlado por nenhum tratamento atual, a via do 6xido nitrico pode ter efeito
potencial como terapéutica no controle do remodelamento pulmonar. Sendo
assim, o tratamento de corticosterdides ou montelucaste, associado ao
bloqueio da INOS, pode contribuir para um melhor controle da resposta de

remodelamento da matriz extracelular, principalmente em relacdo ao
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conteudo de fibras elésticas, assim como de seus moduladores (MMPs e
TIMP1 e TGF beta), contribuindo para a melhora do recolhimento elastico do

tecido pulmonar distal e com provaveis repercussdes funcionais.
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Neste modelo de inflamacdo alérgica crbnica pulmonar em cobaias foi

possivel observar no tecido pulmonar periférico que:

1. O tratamento isolado com corticosterdide foi eficiente em controlar a
inflamacédo eosinofilica e a expressao celular citocinas de perfil Th2 (IL4
e IL5) e de perfil Thl (IFN gama). Houve atenuacdo da resposta de
estresse oxidativo, com reducdo da expressdo celular de iINOS e do
contetudo de isoprostano PGF2 alfa, além do conteddo de actina. A
analise da resposta de remodelamento da matriz extracelular mostrou
uma atenuacdo do conteudo de fibras colagenas, além da expressao
celular de TIMP1, MMP9 e TGF beta. No entanto, ndo houve alteracéo

da resposta de remodelamento das fibras elésticas.

2. Os tratamentos isolados com montelucaste ou anti-iINOS foram eficientes
em controlar a inflamacao eosinofilica, a expressao celular de citocinas
de perfil Thl e Th2, o remodelamento da matriz extracelular, a ativacao
de resposta de estresse oxidativo, além do conteddo de actina. Cabe
apenas ressaltar que o tratamento isolado com montelucaste néo

modificou o numero de células positivas para TGF beta.

3. O tratamento de corticosteréide associado ao inibidor de iINOS em
relacdo ao tratamento isolado com corticosterdide potencializou a
reducao da expressédo celular de citocinas de perfil Thl e Th2, além do
conteado de actina. Em relacdo a ativacdo de resposta de estresse

oxidativo houve potencializacdo apenas na expressdo de isoprostano
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PGF2 alfa. Em relagdo ao remodelamento da matriz extracelular notamos
potencializa¢do da reducéo de fibras eldsticas e da expressao celular de

TIMP1.

4. O tratamento de montelucaste associado ao inibidor de iINOS em relacéo
ao tratamento isolado com montelucaste potencializou a reducédo da
expressao celular de citocinas de perfil Thl e Th2, além do conteudo de
actina. Em relacdo a ativacdo de resposta de estresse oxidativo houve
potencializagdo da expressao celular de iINOS e de isoprostano PGF2
alfa. Em relagcdo ao remodelamento da matriz extracelular notamos
potencializagdo da reducao de fibras elésticas e da expressao celular de

TIMP1 e TGF beta.
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