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Starling CM. Estudo da mecénica oscilatoria e do remodelamento de tecido
pulmonar periférico em modelo de inflamagdo alérgica em cobaias: efeitos
da inibicdo da Oxido nitrico sintase induzida [dissertacdo]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2008. (123 paginas)

INTRODUCAO: A importancia do parénquima pulmonar na piora funcional
da asma tem sido recentemente investigada. Embora a ativacao da enzima
oxido nitrico sintase induzida (INOS) amplifigue a responsividade e o
remodelamento das vias aéreas induzidos pela inflamacéo crénica, seu
efeito no parénquima pulmonar nao foi previamente estudado. OBJETIVO:
Avaliar a influéncia do Oxido nitrico derivado da iINOS na mecanica
pulmonar, na inflamacdo e no processo de remodelamento no tecido
pulmonar periférico de cobaias com inflamagdo pulmonar alérgica.
METODOS: Os animais foram submetidos a sete inalacbes com doses
crescentes de ovalbumina (1~5 mg/mL) ou soro fisiolégico por 4 semanas.
As cobaias receberam 1400-W (inibidor especifico de iNOS, intraperitoneal)
ou veiculo por 4 dias, iniciando 30 minutos antes da sétima inalagdo. Apds
72h da sétima inalagdo, os animais foram anestesiados, exsanguinados e
fatias de tecido pulmonar periférico foram retiradas e suspensas em banho
organico de Krebs, e a resisténcia e elastancia tecidual foram avaliadas em
condigdo basal e apds desafio com ovalbumina. Apdés, as fatias de tecido
pulmonar periférico foram submetidas a avaliagdo histopatoldgica.
RESULTADOS: Os animais expostos as inalacdes com ovalbumina
apresentaram valores maiores de porcentagem de aumento da resisténcia e
da elastancia tecidual em relagdo ao basal ap6s desafio com ovoalbumina
no banho (p<0.05). Houve aumento no niumero de eosindfilos (p<0.001), nas
células INOS positivas (p<0.001), na deposicdao de fibras elasticas e
colagenas (p<0.05), na densidade de actina (p<0.05) e na expressao de 8-
epi-PGF2a (p<0.001) no septo alveolar. A administragdo de 1400-W reduziu
todos estes parametros funcionais e morfolégicos (p<0.05). CONCLUSOES:
Neste modelo experimental, o bloqueio especifico da INOS atenuou a
constricao, a inflamacao e o remodelamento no parénquima pulmonar. Estas
alteracbes podem estar relacionadas aos efeitos do Oxido nitrico na
modulacdo da via do estresse oxidativo. O presente estudo sugere que a
inibicdo especifica da INOS pode amplificar as estratégias terapéuticas
utilizadas na abordagem de doencas inflamatérias crénicas pulmonares.

Descritores: 1.Oxido nitrico sintase/antagonistas e inibidores 2. Asma
3. Cobaias 4. Ovoalbumina 5. Broncoconstricdo 6. Colageno



Starling CM. Oscillatory mechanics and periphery lung tissue remodeling
study in an allergic inflammation model in guinea pigs: effects of inducible
nitric oxide synthase inhibition [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2008. (123 pages)

INTRODUCTION: The importance of lung parenchyma in functional asthma
impairment has been recently addressed. Although the inducible nitric oxide
synthase (iNOS) activation amplifies chronic inflammation-induced airway
responsiveness and remodeling, its effect on lung parenchyma has not been
previously investigated. OBJECTIVE: To evaluate the influence of iNOS-
derived NO in the pulmonary mechanics, inflammation, and remodeling
processes in peripheral lung tissue of guinea pigs with pulmonary allergic
inflammation. METHODS: Animals were submitted to seven ovalbumin
exposures with increasing doses (1~5 mg/mL) or saline for 4 weeks. The
guinea pigs received 1400-W (iNOS-specific inhibitor, intraperitoneal) or
vehicle for 4 days, beginning 30 minutes before the 7" inhalation. At 72h
after the 7" inhalation, animals were anesthetized, exsanguinated and
peripheral lung tissue strips were retreat and suspended in a Krebs organ
bath, and the tissue resistance and elastance were evaluated at baseline
condition and after ovalbumin challenge. After that, strips were submitted to
histopathological evaluation. RESULTS: The ovalbumin-exposed animals
presented greater values of percentage of increase of tissue resistance and
elastance related to baseline after ovalbumin challenge in the bath (p<0.05).
There were increase in the number of eosinophils (p<0.001) and INOS-
positive cells (p<0.001), in collagen and elastic fiber deposition (p<0.05), in
actin density (p<0.05) and in 8-epi-PGF2a expression (p<0.001) in the
alveolar septa. The 1400-W administration reduced all these functional and
morphological parameters (p<0.05). CONCLUSIONS: In this experimental
model, the INOS-specific blockage attenuated constriction, inflammation, and
remodeling in the lung parenchyma. These alterations may be related to NO
effects in the modulation of the oxidative stress pathway. The present study
suggests that specific INOS inhibition can amplify the therapeutics strategies
used in the management in chronic inflammatory lung diseases.

Descritores: 1. nitric oxide synthase/antagonists & inhibitors 2. Asthma
3. Guinea pigs 4. Ovalbumin 5. Broncoconstriction 6. Collagen
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1. INTRODUGCAO

1.1. Oxipo NiTRICO

1.1.1. ASPECTOS GERAIS

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula mensageira que desempenha
um importante papel em muitos processos fisioldégicos e patologicos, além
de regular uma variedade de funcbes dentro das células e tecidos, como
vasodilatacdo, neurotransmissdo e processos imunoldgicos (Ricciardiolo,
2003; Ricciardolo et al., 2004). Sabe-se que o NO participa na patogénese
da asma brdnquica, porém sua participacdo no processo inflamatério ainda

vem sendo estudada.

O NO atua como um neurotransmissor do sistema i-NANC
(componente inibitério do sistema nao-adrenérgico nao-colinérgico) com
acao relaxante sobre o musculo liso das vias aéreas (Ricciardolo, 2003),
podendo ser encontrado em abundancia no sistema nervoso central e
periférico (Knowles et al., 1989) e como um neurotransmissor classico na
regulacdo da motilidade gastrointestinal, fluxo sangtiineo regional e funcao
neuroendocrina. No cérebro, ele exerce influéncia na formacao da memodria
e na intensidade das respostas a estimulos dolorosos (Christopherson e
Bredt, 1997). Além disso, Kobzik et al. (1994) mostraram que o 6éxido nitrico

estda presente na musculatura esquelética regulando tanto o metabolismo

Dissertagcdo de Mestrado - USP Claudia Miranda Starling
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como a contratilidade muscular. Em grandes concentragdes pode ter efeito
citotoxico e citostatico atuando na defesa do organismo contra tumores e

patdgenos (Moncada e Higgs, 1993; Ricciardolo et al., 2004).

Em pacientes com asma brénquica, o aumento da concentracao de
NO formado pela enzima NO sintase induzida (iNOS), presente em varias
células inflamatérias, determina hiperemia, edema e exsudacao,
contribuindo para o estreitamento da luz das vias aéreas nestes pacientes

(Ricciardolo et al., 2004).

Além disso, Baraldi et al. (1997) demonstraram que o 6xido nitrico
exalado (NOex) encontra-se aumentado em criangas portadoras de asma,
principalmente durante as exacerbagdes e que o0 uso de terapia

antiinflamatéria leva a sua diminuigao.

O NO é um gas altamente labil e de meia-vida curta (1-5 segundos)
pela sua capacidade de ligacdo com o oxigénio (O2) e com o anion
superoxido (O..). Difunde-se livremente nos tecidos por ser solluvel tanto em
agua como em lipidios, apresentando uma agado tipica de segundo

mensageiro para células-alvo (Ricciardolo et al., 2006).

E gerado a partir da quebra do grupo molecular guanidino de
aminoacido L-arginina por meio de oxidacdo enzimatica (Moncada et al.,
1989; Tayeh e Marletta, 1989; Ignarro, 2002), onde ha a liberacdo do NO e
da L-citrulina. (Culotta e Koshland, 1992; Moncada e Higgs, 1993). A L-

arginina, precursora de NO, é transportada para dentro das células, via

Dissertagcdo de Mestrado - USP Claudia Miranda Starling
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sistema de transporte aminoacido catiénico (CAT) e pode ser metabolizada
por dois grupos distintos de enzimas: as 6éxido nitrico sintases (NOS) e a

arginase.

As Oxido nitrico sintase convertem a L-arginina em 6xido nitrico e L-
citrulina utilizando a NG-hidroxil-L-arginina como intermediario, que por sua
vez diminui a atividade da arginase. A L-citrulina pode ser convertida pelo
argininosucinato em L-arginina, enquanto a arginase tem 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 éxido nitrico (Ricciardolo et al.,

2004).

Funcionalmente, as isoformas da enzima éxido nitrico sintase existem
em trés tipos, sendo duas delas constitutivas e uma induzida: a isoforma
neuronal ou tipo | (nNNOS) (Bredt e Snyder,1989; Bredt et al., 1990), a
isoforma induzida ou tipo Il (iNOS) (Xie et al., 1992; Hamid et al., 1993) e a
isoforma endotelial ou tipo Il (eNOS) (Lamas et al., 1992). Todas as trés
isoformas de NOS estdo expressas nas vias aéreas (Fischer et al.,19983;

Hamid et al., 1993; Kobzik et al., 1993).

As isoformas constitutivas (NNOS e eNOS) estdo presentes
normalmente em situacoes fisiolégicas e sdo enzimas calcio-dependente,

capazes de produzir baixas quantidades de 6xido nitrico. A isoforma eNOS

Dissertagcdo de Mestrado - USP Claudia Miranda Starling
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produz 6xido nitrico no endotélio vascular sob condigdes basais e apesar de
sua expressao ser restrita as células endoteliais vasculares, existem relatos
da sua localizagdo no hipocampo, sendo sua expressdo em humanos
significativamente suprimida pela hipdxia (Wong e Marsden, 1996). O éxido
nitrico formado a partir desta enzima é responsavel por manter o ténus
vascular baixo e prevenir a aderéncia leucocitaria e de plaquetas na parede

vascular (Ignarro, 2002).

A isoforma nNOS esta presente, principalmente nos neurdnios
(Vizzard et al., 1995) e nervos, porém ja foi também encontrada na
musculatura lisa das vias aéreas (Patel et al., 1999), nas células epiteliais
(Asano et al., 1994) e em células inflamatérias na parede de vias aéreas
(Prado et al., 2005a). O o6xido nitrico derivado desta isoforma atua como
neuromodulador e/ou neuromediador tanto em nivel central como periférico,
agindo na regulacao central da pressdao sanglinea, no relaxamento do
musculo liso e na vasodilatagao, via nervos periféricos. Também regula o
fluxo sanguineo cerebral local e estd envolvida na formagdo da meméria
(Forstermann et al., 1994). No pulmao, a isoforma nNOS atua nas
terminagdes nervosas dos nervos do sistema nao-adrenérgico nao-
colinérgico, particularmente como mediador do sistema i-NANC (Bult et al.,
1990; Li e Rand, 1991; Belvisi et al., 1991; Imasaki et al., 2001), causando

broncodilatagdo na musculatura lisa das vias aéreas.

Por outro lado, a isoforma induzida esta presente principalmente em

situacOes patolégicas e sua estimulagcdo produz grandes quantidades de

Dissertagcdo de Mestrado - USP Claudia Miranda Starling
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oxido nitrico. A presenca desta isoforma foi demonstrada inicialmente em
macréfagos, no entanto, sabe-se que pode atuar em uma variedade de
tecidos e 6rgaos, incluindo o endotélio vascular, desempenhando, assim,
fungdes multiplas na resposta inflamatéria (Meng et al., 2000; Birrell et al.,
2003; Offer et al., 2003). Ao contrario das isoformas constitutivas, a iINOS
nao depende de célcio para ativagdo, mas a sintese de mRNA da iNOS é
necessaria para sua atividade, sendo sua atividade mantida por mais de 24

horas (Adams et al., 1996).

Deste modo, o aumento da producao de NO na asma por meio das
isoformas constitutivas (nNOS e eNOS) apresenta uma agao primariamente
benéfica (agente protetor) por sua acédo broncodilatadora (Hogman et
al.,1993), enquanto a isoforma induzida (iNOS) apresenta uma acao toxica,
a qual exacerba, perpetua e amplifica a inflamacédo (Xiong et al., 1999;
Ricciardiolo et al., 2004). A citotoxidade do NO resulta, entdo, da sua agao
direta, da sua concentracao local, da enzima pela qual foi produzido e/ou da
sua reagdo com outros compostos liberados durante o processo inflamatério

(Schuling et al., 1998).

Com o grande numero de estudos que avaliaram a presenca de iINOS
em diversos 6rgaos, sabe-se que esta isoforma pode estar presente em
diferentes tipos celulares, incluindo as células epiteliais (Guo et al., 1995), os
macréfagos (Hibbs et al., 1987; Watanabe e Kakuta, 2002), os neutréfilos

(McCall et al., 1991; Cerchiaro et al., 2001), os eosinéfilos (Del Pozo et al.,
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1997; Prado et al., 2005a) e as células linfomononucleares (Prado et al.,

2005b).

No trato respiratorio, a expressao de iNOS tem sido demonstrada nas
células epiteliais alveolares (Warner et al., 1995), nos fibroblastos
(Romanska et al., 2002), em células do musculo liso das vias aéreas e vasos
(Griffith et al., 1995; Thomae et al., 1993), nas células epiteliais das vias
aéreas (Adcock et al., 1994; Pechkovsky et al., 2002; Robbins et al., 1994;
Watkins et al., 1997), nos mastdcitos (Gilchrist et al.,, 2002), nas células
endoteliais (Ermert et al., 2002), nos neutréfilos (Blackford et al., 1994) e em
condrocitos (Kobzik et al., 1993). A expressao de iNOS no trato respiratério

pode ser reduzida pelo uso de corticoterapia (Haddad et al., 1995).

1.1.2. Oxipo NiTRICO E 0 SISTEMA NERVOSO AUTONOMO PULMONAR

O sistema nervoso autbnomo pulmonar & composto por trés
componentes principais: 0 adrenérgico, o colinérgico e o sistema nao-
adrenérgico nao-colinérgico (NANC) (Kaliner et al., 1991). O sistema NANC,
demonstrado apenas no final da década de 60, € composto de um conjunto
de fibras sensitivas ndo-mielinizadas cujos processos terminais atingem as
células epiteliais, vasos, musculatura lisa peribrbnquica e glandulas
submucosas. As fibras parassimpaticas do sistema NANC correspondem a
primeira inervagcao responsavel pelo relaxamento do musculo liso das vias

aéreas na maioria dos mamiferos, incluindo humanos.
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E formado por um componente inibitério cuja estimulagdo causa
broncodilatacdo (i-NANC) e outro excitatério (e-NANC), que, ao ser ativado,

induz a broncoconstricao.

O relaxamento produzido pelos nervos parassimpaticos no pulméao é
mediado pelo NO e/ou pelo peptidio vasoativo intestinal (VIP), do sistema i-
NANC (Widdicombe, 1998), enquanto a substancia P e a neurocinina A

respondem como principais mediadores do sistema e-NANC (excitatério).

Sugere-se que a L-arginina/6xido nitrico pode estar envolvida na
neurotransmissdo NANC e que o 6xido nitrico endégeno pode ser um
neurotransmissor das respostas i-NANC (Bult et al., 1990; Li e Rand, 1991).
Como os efeitos i-NANC sao produzidos pela estimulacdo nervosa
colinérgica, sugere-se que o Oxido nitrico possa ser co-liberado com
acetilcolina e atuar como um atenuador no reflexo de broncoconstricao

colinérgico.

Além das evidéncias que indicam que o NO age como
neurotransmissor do sistema i-NANC, a neurotransmissao nitrérgica tem
sido mostrada ndo apenas nas vias aéreas, mas também no intestino, na
bexiga e em 6rgaos reprodutivos de cobaias e humanos (Barnes e

Belvisi,1993).

Neste sentido, Branko et al. (2002), apés utilizacdo de inibidores das
NO sintases, avaliaram a tensdo do musculo liso em anéis de traquéia de

cobaias e demonstraram que 0S nervos parassimpaticos nao-colinérgicos
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modulam o ténus do musculo liso das vias aéreas e que parte desse efeito é
dependente do NO, demonstrando que o NO é um dos varios transmissores

potenciais que mediam as respostas parassimpaticas nao-colinérgicas.

Além disso, estudos prévios indicam que os nervos pré e poés-
ganglionares parassimpaticos, mediam contracbes e relaxamentos do
musculo liso das vias aéreas (Canning et al., 1993), cujas vias estao sujeitas
as diferentes ativacoes reflexas (Canning et al., 1997). Em um estudo da
inervacao parassimpatica de vias aéreas de cobaias, foi demonstrado que os
nervos colinérgicos aumentam o ténus das vias aéreas, tanto proximais

quanto distais (Kesler et al., 1999).

1.1.3. EFEITOS FISIOPATOLOGICOS DO OXIDO NIiTRICO NA AsSMA BRONQUICA

O papel do 6xido nitrico na fisiopatogenia da asma brénquica nao é
tdo simples e, apesar dos inumeros estudos in vitro, em modelos
experimentais € em humanos, os resultados encontrados na literatura
parecem ainda bastante controversos, dependendo do modelo utilizado, da
espécie animal, do tipo de inibidor da enzima éxido nitrico sintase utilizado,

bem como dos parametros avaliados.

Autores sugerem que a disfuncdo das enzimas éxido nitrico sintases
parece exercer tanto efeito benéfico quanto maléfico (Xiong et al., 1999;

Ricciardolo et al., 2004; Meurs et al., 2003), alterando aspectos relevantes
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da patologia da asma, particularmente do recrutamento de células
inflamatérias (Schuiling et al., 1998; Prado et al., 2005a, b; Leick-Maldonado
et al., 2003), da hiperresponsividade das vias aéreas (Meurs et al., 2002), e,
mais recentemente, do processo de remodelamento (Hogaboam et al., 1998;

Ricciardolo, 2003, Ricciardolo et al., 2004; Prado et al.,2006).

Assim, por meio de atuagdo nos nervos do sistema NANC, o NO
derivado da enzima nNOS apresenta efeito benéfico por causar
broncodilatagdo. No entanto, o 6xido nitrico derivado da enzima eNOS pode
levar a vasodilatacdo nas arteriolas, com consequiente extravasamento de

plasma e edema (Ricciardolo et al., 2004).

Além disso, estudando efeitos agudos da inibicdo da producédo do
oxido nitrico no mesmo modelo de inflamacao crénica de vias aéreas em
cobaias utilizado neste estudo, Prado et al. (2005b) demonstraram que o
tratamento com L-NAME em animais sensibilizados reduz o numero de
células linfomononucleares e polimorfonucleares ao redor das vias aéreas,
atribuindo ao 6xido nitrico um papel de mediador pré-inflamatério neste

modelo.

Por outro lado, sabe-se que na asma, ha uma grande quantidade de
oxido nitrico proveniente da enzima iNOS, o que resulta em vasodilatacao,
extravasamento de plasma, aumento de secrecdo do muco e ativagao
indireta de células Th2, principalmente por recrutamento eosinofilico,

contribuindo para o agravamento da inflamacao (Barnes, 1996).
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Entre as funcbes que o O6xido nitrico (oriundo da iINOS) pode
desempenhar, destaca-se também um importante papel pré-inflamatério,
auxiliando no recrutamento de células inflamatérias para o local da injuria.
Além disso, tem sido bastante discutido recentemente, que o éxido nitrico
produzido pelas proprias células inflamatérias possa estar influenciando a
resposta inflamatéria agindo como amplificador (Ricciardolo, 2003; Prado et

al., 2005; Leick-Maldonado et al., 2004).

Embora diversos estudos enfatizem o papel do NO como
broncodilatador de vias aéreas proximais, poucos trabalhos avaliaram o
papel do NO como modulador do ténus de vias aéreas distais. Larsson et al.
(2005), avaliando o tecido periférico apds inibicdo das NO sintases,
observaram que cobaias sensibilizadas apresentavam aumento da
contracdo do parénquima pulmonar, demonstrando que o NO apresenta um

efeito protetor também no parénquima pulmonar.

Ainda neste contexto, Feletou et al. (2001) avaliaram o papel das
enzimas NO sintases na hiperresponsividade por pletismografia em ratos
normais € em ratos geneticamente modificados para ndo expressarem a
eNOS (eNOS-/-). Os autores demonstraram que a isoforma iINOS pode estar
atuando no controle da responsividade bronquica nos ratos eNOS-/-, uma
vez que foi detectado um aumento da quantidade de iINOS no epitélio
brénquico, além de aumento na expressao de mRNA para iNOS na traquéia,

tecido pulmonar e tecido cerebral. Estes achados demonstram que as trés
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isoformas s&o constitutivamente expressas no pulmao de ratos e que sua

localizagao anatémica sugere também uma funcao especifica.

Além disso, a inflamacéao persistente nas vias aéreas, observada na
asma, pode levar as mudancas estruturais conhecidas como remodelamento
e, conseqguentemente, levar a obstrucao das vias aéreas, que passa a nao
ser mais completamente reversivel, além de poder associar-se a progressiva
perda da funcédo pulmonar a longo prazo. Estas alteracées podem ser, pelo
menos em parte, mediadas pelo éxido nitrico (Prado et al., 2005b, Prado et

al., 2006, Angeli et al., 2008).

Neste sentido, em estudo comparando o efeito do L-NAME
administrado de forma aguda e crbnica, foi demonstrado que o éxido nitrico
pode ter um efeito protetor no remodelamento, pois sua inibicdo com L-
NAME crénico aumentou o depdsito de colageno nas vias aéreas (Prado et
al., 2005). Os autores sugerem que o NO derivado da isoforma constitutiva
possa ter um efeito protetor também no remodelamento das vias aéreas. Por
outro lado, o bloqueio da enzima induzida se associou a melhora das
alteracoes da matriz extracelular desencadeadas pelo processo inflamatorio

crénico (Prado et al., 2006).
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1.1.4. Oxipo NiTRICO E ESTRESSE OXIDATIVO

O o6xido nitrico possui um elétron impar, tornando-o um radical livre
que reage com outras moléculas como o oxigénio (O,), radicais superdxido
(O2) ou metais de transicao, formando os compostos reativos nitrogenados,
que exercem funcoes fisioldgicas e atuam na destruicdo de microorganismos

(Ricciardolo et al., 2003).

Os radicais livres de oxigénio (anion superéxido, peréxido de
hidrogénio e hidroxila) podem ser formados apds ativacdo de varias células
inflamatérias, por exemplo, mastécitos, eosinofilos, macrofagos e neutrofilos.
Quando as células das vias aéreas e os tecidos sdo expostos ao estresse
oxidativo desencadeado pelo contato com poluentes ambientais, infeccoes,
reacdes inflamatérias exacerbadas ou mesmo em situacées nas quais 0s
sistemas antioxidantes do organismo estdo diminuidos, ocorre 0 aumento
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS), que sdo responsaveis por varios efeitos deletérios nas vias
aéreas, induzindo diversas condicoes patolégicas (Ricciardolo et al., 2004;

Wood et al., 2003).

Apos exposicdo ao estresse oxidativo, as células inflamatérias e as células
residentes nas vias aéreas geram superoéxido (O2) por meio da ativacao de
NADPH oxidase ou formam altas quantidades de 6xido nitrico por aumento

da expressao da iINOS. Assim, na presenca de radicais livres de oxigénio, o
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NO reage com o superoxido, levando a uma maior produgdo de

peroxidonitrito (ONOQ") (Pryor e Squadrito, 1995) (Figura 1).

O peroxidonitrito € uma molécula altamente citotéxica e que reage
com espécies oxidantes, além de induzir hiperresponsividade nas vias
aéreas em cobaias, inibir a producao do surfactante pulmonar, induzir a
peroxidacao lipidica, aumentar a permeabilidade vascular e causar danos as

células epiteliais pulmonares (Groves, 1993; Zhang et al., 2000).

Além disso, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio podem causar
danos no acido desoxirribonucléico (DNA), lipidios, proteinas e carboidratos,
levando ao aumento das funcdes celulares e também das reacdes
inflamatérias. A producdao destes radicais por neutréfilos parece estar
aumentada em pacientes asmaticos (Wood et al., 2003; Sedwick et al.,

1990).

O contato de agentes oxidantes com a membrana celular leva a
peroxidacdo da membrana celular lipidica, que é responsavel pela geracao
de uma série recentemente descoberta de compostos bioativos, analogos as
prostaglandinas, conhecidas como isoprostanos (Morrow et al., 1990)

(Figura 1).

Os isoprostanos possuem uma potente atividade biolégica e
geralmente mediam certos aspectos da lesdo oxidativa. A via de formagao
dos isoprostanos fornece um mecanismo para a geragao de varias classes

de isoprostanos provenientes do acido araquidénico, independentes da via
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da ciclooxigenase (COX), onde os isdbmeros F2-isoprostano se destacam por

terem sido a primeira classe de isoprostanos descoberta (Milne et al., 2008).

NADPH < OXIDANTES - LPS - ALERGENOS . .]KB
M BACTERIAS - VIRUS - CITOCINAS U

[ONQO. | ;
| O," ISl onoo- | onoo- IR ] NO I
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. 2
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Figura 1. Esquema de formacao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio por meio de mediadores inflamatorios com consequente formagao
de isoprostanos. Sob estimulo apropriado, células inflamatérias podem gerar
superoéxido (Oy) via ativagdo da NADPHoxidase ou via NO em altas
concentragdes (proveniente do aumento da expressao de iINOS). NO reage
com o superoxido, formando peroxidonitrito (ONOQ), um potente agente
oxidante, que em contato com a membrana celular, leva a peroxidacao da

membrana lipidica e formacao de isoprostanos.

As classes diferem em relagdo aos grupos funcionais nos anéis
prostanos, podendo sofrer isomerizacdo e gerar anéis E e D de
isoprostanos, os quais sao isdbmeros as prostaglandinas E2 (PGE2) e

prostaglandinas D2 (PGD2), respectivamente (Famm e Morrow, 2003). Os
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isoprostanos E2/D2 sdo formados competitivamente com F2-isoprostano e
estudos tém demonstrado que o 15-Ex-isoprostano, cujo anel E é analogo
ao 15-Fy-isoprostano (8-iso-PGF-2a), tem propriedades muito similares ao
mesmo e é um ligante para os receptores tromboxane (Morrow, 2006). Além
disso, tem sido notado que 15-Ey-isoprostano € também um ligante para
varios receptores PGE, (PE). Os isoprostanos E2/D2 ndo sado produtos

terminais da via dos isoprostanos (Milne et al., 2008).

Desta forma, esta via tem o potencial de formar 64 estruturas
isdbmeras, sendo o 8-iso-PGF-2a. um dos membros mais caracteristicos da

classe F2-isoprostano (Lawson et al., 1999).

A atividade bioldgica do 8-iso-PGF-2a tem sido investigada em varios
sistemas demonstrando potente efeito vasoconstritor pré-glomerular em
ratos (Takahashi et al., 1992), efeito vasoconstritor em pulmdes isolados de
coelhos (Banerjee et al., 1992) e efeitos tanto de vasoconstricdo quanto de

broncoconstricdo em pulmdes isolados de ratos (Kang et al., 1993).

Em humanos, F2-isoprostanos sdo detectaveis em todos os tecidos e
fluidos biolégicos analisados, incluindo plasma, urina, lavado broncoalveolar,
fluido cérebro-espinhal e bile, tanto quanto em varios outros tecidos (Milne et

al., 2008).

No pulmao, podemos detectar isoprostanos em células epiteliais, em
macréfagos, no coldgeno ao redor das vias aéreas e vasos e também no

musculo liso de vias aéreas e vasos (Talati et al., 2005).
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Os niveis normais de F2-isoprostanos tém sido definidos em humanos
saudaveis (Famm, 2003; Milne et al., 2007). Este fato é de relevancia por
permitir a avaliacdo do papel dos efeitos dos oxidantes enddgenos nas
doencas, além de determinar o quanto intervencées terapéuticas
relacionadas ao estresse oxidativo podem interferir na evolucéao

fisiopatolégica destes agravos.

Tem sido sugerido que os isoprostanos possam atuar como potentes
constritores do musculo liso (Kawikova et al., 1996). Além disso, sao
produzidos no tecido das vias aéreas e podem contribuir com os efeitos
fisicos observados durante a resposta tardia na asma, existindo relacéo da
gravidade da doenca com a concentracao de 8-epi-PGF2a no condensado

de ar exalado (Montuschi et al., 1999).

As evidéncias de que a inflamacédo, que é caracteristica da asma,
resulta em aumento do estresse oxidativo nas vias aéreas, véem se
tornando cada vez maiores (Dworski et al., 2000). Particularmente, as
células inflamatérias das vias aéreas como macrofagos, eosindfilos e
neutréfilos liberam quantidades aumentadas de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em pacientes asmaticos (Calhoun et al., 1992; Sedwick et
al.,, 1990). O aumento das ROS pode resultar em dano oxidativo direto da
célula epitelial e perda celular (Hulsmann et al., 1994), além de favorecer a
hiperreatividade brénquica que também é caracteristica da asma (Cortijo et
al., 1999). Muitos estudos em modelos animais sugerem que ROS podem

contribuir com a hiperresponsividade brénquica pelo aumento do ténus vagal
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devido ao dano dos receptores B-adrenérgicos sensiveis aos oxidantes e

pela diminuicdo do clearence mucociliar.

Desta forma, aspectos do sistema de defesa anti-oxidante, assim
como a peroxidacdo lipidica, sao frequentemente utilizados como
marcadores indiretos de estresse oxidativo na asma, uma vez que a

peroxidacao lipidica é de particular significancia nesta doenca.

Estudos tém demonstrado elevada peroxidagao lipidica na asma,
mensurada pelo 8-epi-PGF2a, sendo que a sua concentracdo esta
aumentada em 3-4 vezes em asmaticos persistentes quando comparados
aos individuos saudaveis (Wood et al., 2000). O aumento de isoprostanos no
lavado broncoalveolar e na urina ap6s desafio com alérgeno representa uma
evidéncia de que, na asma induzida por alérgenos, as ROS e a peroxidacao
lipidica tem papel fisiopatologico significativo. Além disso, o aumento da
concentracdo de isoprostanos no lavado broncoalveolar 24 horas apds o
desafio alérgeno fornece evidéncia direta de que os isoprostanos sao
produzidos no tecido das vias aéreas e podem contribuir com os efeitos

fisicos observados durante a resposta tardia da asma (Milne et al., 2008).
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1.2. ASMA BRONQUICA

1.2.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O termo ASMA tem origem no vocabulo grego “ASTHMA” e pode ser
traduzida como “ofegante”, “sufocante”. Dos escritos de Hipdcrates (460-370
a.C.) aos conhecimentos atuais sustentados pelo progresso da ciéncia
ocorrido principalmente nas duas ultimas décadas, houve grandes avangos
no esclarecimento da patogénese e terapéutica da asma. Porém, estudos
revelam que, apesar dos avancgos, a morbidade e a mortalidade por asma
ainda sao significativas (GINA, 2006; Lugogo e Kraft, 2006). A asma € um
problema de saude mundial que acomete pessoas de todas as idades,
principalmente criangas, que sao afetadas por essa doenca pulmonar
cronica que pode levar a limitagdes significativas na qualidade de vida e na

mortalidade, sendo responsavel por uma a cada 250 mortes no mundo

(GINA 20086).

Sua prevaléncia vem aumentando, variando de 1% a 18% da
populacdo geral em diferentes continentes, com variagdes conforme a regiao
e o pais. Estima-se que 300 milhdes de individuos sofrem de asma no
mundo (GINA, 2006). Segundo os dados da Organizacao Mundial de Saude
(OMS) revisados em 2006, 100 a 150 milhées de pessoas tém diagnéstico
de asma brénquica e 180.000 pessoas morrem por ano desta doenca no

mundo.
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Além disso, acredita-se que havera um aumento de 100 milhdes de
pessoas com asma até o ano de 2025 em funcao das mudancas de estilo de
vida e do aumento da populagéao urbana (45 a 59% até 2025). A prevaléncia
de asma na América do Sul, geralmente esta acima da média em relacao
aos paises de todo mundo (GINA, 2006). Dados da OMS (Organizacao
Mundial de Saude), revisados em 2000, mostram que nos paises em
desenvolvimento como o Brasil, Costa Rica, Panama, Peru e Uruguai, 20 a

30% das criancas apresentam sintomas caracteristicos da asma brénquica.

No Brasil, embora a mortalidade parece estar estabilizada (Rio et al.,
2002, Hunt et al., 1993), as crises asmaticas ainda foram responsaveis por
6,5% das mortes que ocorreram por doencas respiratdrias, apresentando

uma maior incidéncia de 6bitos em adultos jovens.

Considerando os dados catalogados pelo DATASUS (Base de Dados
do Sistema Unico de Salde), em 2007, as crises asmaticas foram
responsaveis por 779 6bitos, sendo que destes 180 ocorreram no Estado de
Sao Paulo. Além disso, aproximadamente 280.000 casos de internagdes por
asma foram registrados no Brasil entre Janeiro e Dezembro de 2007. E
interessante notar que, das internacdes registradas pelo SUS, mais de 50%
ocorreram em criancas em idade escolar, sendo os outros 40% registrados
em individuos de 15 a 50 anos, faixa etaria economicamente ativa. Cabe
ressaltar que, em média, uma crianca com asma falta 3 vezes mais a escola

do que uma crianca sem este diagnostico. Além disso, as crises de asma
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sao responsaveis pela perda de 3 milhdes de dias de trabalho por ano nos

Estados Unidos (Fowler et al., 1992; Amorim e Daneluzzi, 2001).

No ano de 2007, foi registrado pelo SUS um gasto de R$
98.542.045,79, em nivel nacional, com internagcdes e medicagcbes para
asma. Além disso, como a incidéncia é alta, particularmente em faixas
etarias economicamente ativas, o impacto sécio-econébmico é grande em
todas as comunidades ao redor do mundo. Por estes motivos, a asma
brénquica é considerada atualmente um problema de saude publica que

gera alto custo com medicacdes e internacdes de pacientes.
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MAPA MUNDIAL DE PREVALENCIA DE ASMA

Proporc¢ao de Populacao (%) *

210.1 2.5-5.0

76100 s

5.1-7.5 Dados néao avaliados
Scotland 18.4 | Ivory Coast 7.8 | Oman 4.5
Jersey 17.6 | Colombia 7.4 | Pakistan 4.3
Guernsey 17.5 | Turkey 7.4 | Tunisia 4.3
Wales 16.8 | Lebanon 1.2 | Cape Verde 4.2
Isle of Man 16.7 | Kenya 7.0 ‘
Latvia 4.2
England 15.3 | Germany 6.9
g Poland 4.1
New Zealand 15.1 | France 6.8 Algeria 3.9
Australia 147 | Norway 6.8 South Korea 30
Republic of Ireland 146 |Japan 6.7 Bangladesh 38
Canada 14,1 | Sweden 6.5 9 '
by 130 | fhatane 25 | Docoped Temory of Palestine. 36
Trinidad & Tobago 12,6 | Hong Kong 6.2 ceupied ferritory of Faiesne .
Costa Rica 11.9 Philippines 6.2 | Mexico 3.3
Brazil 14 United Arab Emirates 6.2 | Ethiopia 3.1
United States of America 10.9 Belglgm 6.0 Deljmark 3.0
Fiii 105 Austria 5.8 |India 3.0
P‘;ra ua 9I7 Spa\rj F 5.1 | Taiwan 26
guay - 1Saudi Arabia 56 | Cvorus 2.4
Uruguay 9.5 ; yp
e 9.0 ﬁ;%entlna gg Switzerland 2.3
Barbados 8.9 i ‘ Russia 2.2
Panama 8.8 E‘lstonla 24 | china 2.1
: igeri 5.4 :
Kuwait 85 |chile 51 |Greece 19
Ukraine 8.3 Singapore 49 Georgla 1.8
Ecuador 8.2 | Malaysia 48 |Nepal 1.5
South Africa 8.1 Portugal 4.8 |Romania 1.5
Czech Republic 8.0 | Uzbekistan 16 |Albania 1.3
Finland 8.0 | FYR Macedonia 45 |Indonesia 1,1
Malta 8.0 |laly 4.5 | Macau 0.7
Figura 2. Mapa mundial dé prevaléncia na asma. Observe que o Brasil

encontra-se entre os 15 paises de maior prevaléncia de asma no mundo.
FONTE: GINA 2006
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1.2.2. DEFINICAO

A definicdo mais recente da asma é de 2007, realizada pela Global

Initiative National of Asthma (GINA):

“A asma é uma desordem crénica inflamatdria de vias aéreas onde
diversas células e elementos celulares desempenham um papel. A
inflamacg&o crénica esta associada a hiperresponsividade das vias
aéreas que tem como consequliéncia, episodios recorrentes de
sibilos, dispnéia, tiragem intercostal e tosse, particularmente a
noite e inicio da manha. Esses episddios estdao normalmente
associados a obstrucdo variavel ao fluxo que é normalmente

reversivel espontaneamente ou com tratamento”.

1.2.3. FATORES DE RiISco

A asma é uma doenca multifatorial. H4 fatores que podem gerar o
desenvolvimento da inflamacao presente na asma, os que desencadeiam os
sintomas e os que estao relacionados as duas situagdes. O primeiro caso
inclui fatores predisponentes (principalmente genéticos) e no segundo caso,
existe uma estreita relagdo com fatores ambientais, entre eles, alérgenos,
drogas, poluentes atmosféricos, alteracbes ambientais e meteoroldgicas,
infecgdes, estimulos ocupacionais, irritantes quimicos, exercicio, aditivos em
alimentos e o estresse, como desencadeadores da crise asmatica (Cabral et

al.,1999; Von Mutius, 2000; GINA, 2006). Entretanto, os mecanismos que
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influenciam o desenvolvimento e a expressdao da asma sao extremamente

complexos e interativos.

A predisposicdo genética tem sido enfatizada como fator principal
para o desenvolvimento da resposta mediada por imunoglobulina E (IgE) a
alérgenos inalatérios comuns, visto que varias pessoas sao expostas a
substancias semelhantes e nem todas desenvolvem a asma brénquica, ou
ainda, que tempos diferentes de exposicdo ao antigeno sdo necessarios
para que ocorra o desencadeamento da doenca; (NIH, 1997; Grasemann et

al., 1999; Gao et al., 2000; GINA, 2006).

Acredita-se que a asma brbnquica alérgica é uma doenca
geneticamente determinada. Os cromossomos 5g, 11q, 12qg e 13q contém
varios genes responsaveis pelo desenvolvimento de atopia e asma.
Mutacdes genéticas no cromossomo 5g parecem ser importantes para o
desenvolvimento de inflamacédo na asma e a atopia, incluindo genes para as
citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-12, IL-13 and GSF. E importante lembrar
que IL-4 é uma das principais citocinas responsavel pela diferenciacdo
linfocitaria Th2 e pelo estimulo a producao de IgE (Martinez e Helms, 1998,
Conn et al., 2003). Summerhill et al. (2000) avaliaram em 361 individuos os
polimorfismos no locus 5q para o gene do receptor beta 2 adrenérgico. No
entanto, ndo observaram a associacdo entre a hiperresponsividade a

metacolina e os niveis séricos de IgE com os polimorfismos estudados.
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O gene FCER2 presente no cromossomo 19p13 codifica o receptor de
baixa afinidade para IgE, sendo considerado um dos marcadores genéticos
para as doencgas associadas a producado de IgE. Laitinen et al. (2000)
avaliaram trés marcadores fenotipicos: diagnostico de asma, IgE total e IgE
especifica para antigenos inalatérios em 124 familias da Finlandia e da
Catalénia e determinaram a presenca de oito polimorfismos em uma regido
préxima a do gene FCR2. Os autores observaram que, nas familias nas
quais havia a presenca de 2 ou mais individuos com os fenétipos avaliados,
o0 cromossomo 9p13 poderia ser considerado como um dos determinantes

da resposta de IgE.

Dizier et al. (2000) conduziram uma pesquisa de mapeamento
genético em 107 familias francesas que apresentavam pelo menos dois
membros com asma. Este estudo fazia parte do EGEA (“Epidemiological
Study on the Genetics and Environment of Asthma, Bronchial
Hyperresponsiveness and Atopy’). Foram detectadas as seguintes
associagdes: 11p13 para IgE, 12924 para eosindfilos, 17g12-21 para asma e

os testes cutdneos e 9q13 para hiperresponsividade.

A atopia e a hiperresponsividade sdo também importantes fatores
para o0 desenvolvimento da asma, sendo que nao precisam,
necessariamente, estarem presentes em todos os pacientes asmaticos.
Neste aspecto, McFadden e Gilbert (1992) mostraram que mesmo nao
sendo atépicos e estando assintomaticos, pode-se detectar processo

inflamatério ao redor das vias aéreas nestes pacientes.
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Em contato com alérgenos comuns, individuos atopicos sdo capazes
de desencadear uma producédo de grande quantidade de anticorpos tipo IgE
especificos, que podem ser detectados no soro ou por meio de testes

cutaneos para uma série de alérgenos (GINA, 2006; Pearce et al., 1999).

Quadro 1. Fatores que influenciam o desenvolvimento e a expressdo da asma
(Fonte: modificado do GINA, 2006)

FATORES INDIVIDUAIS

Genéticos: pré-disposicao a atopia e a hiperresponsividade
Sexo

Obesidade

Raga/Etnia

FATORES AMBIENTAIS

ALERGENOS:,

- Domésticos: Acaros, animais(caes, gatos, ratos), barata, fungos, mofo, hifas
- Externos: Pélen, fungos, mofo, hifas
AGENTES OCUPACIONAIS

- Tabaco: Fumantes ativos e/ou passivos
- Poluentes: Domésticos e ambientais

- Infecgbes Respiratérias

- Fatores Sécio-econémicos

- Niomero de Familiares na casa

- Dieta

- Drogas

Obesidade

FATORES QUE PRECIPITAM A EXACERBACAO DA ASMA E/OU
CAUSA PERSISTENCIA DOS SINTOMAS

Alérgenos domesticos e externos

Poluentes domésticos e externos

Infeccdes respiratorias

Exercicio e hiperventilagao

Mudancas climaticas

Di6xido de enxofre

Comidas, aditivos, drogas

Condicao emocional

Fumaca de cigarro

Irritantes inalatérios como sprays domésticos, tintas e outros
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1.2.4. FISIOPATOLOGIA

A asma é uma desordem inflamatéria das vias aéreas que envolve
varias células inflamatérias e mdultiplos mediadores que resultam em

diferentes alteracoes fisiopatoldgicas (GINA, 2006).

O processo inicial para o desenvolvimento desta doenca parece ser a
sensibilizacdo. Para que este processo ocorra, € necessario que as células
apresentadoras de antigeno, como os macréfagos alveolares, as células
epiteliais (Nakajima et al., 1997) e, principalmente as células dendriticas,
interajam com os linfécitos auxiliadores Th e desencadeiem, através dos
linfécitos B, a producao de IgE. Estes anticorpos liberados na circulagdo se
ligam a receptores de alta afinidade presentes em mastécitos. Estudos
epidemiologicos e observacodes clinicas apontam uma importante correlacao
entre os niveis de anticorpos da classe IgE e a gravidade da asma (Burrows

et al., 1989; Varner e Lemanske, 2000).

Individuos atdpicos desenvolvem anticorpos do tipo IgE, especificos
aqueles alérgenos, depois de serem expostos a baixas e repetidas doses de
antigeno. Apés o individuo estar sensibilizado, uma exposicao subseqlente
inicia uma resposta humoral secundaria. Apés ativacao e desgranulacao de
mastocitos esta iniciada a resposta asmatica imediata, onde estas células,
em conjunto com os macréfagos, linfécitos T e células epiteliais, liberam
mediadores inflamatérios como a histamina, leucotrienos e prostraglandinas

entre outros mediadores, que induzem a constricdo aguda da musculatura
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lisa das vias aéreas. Os granulos liberados dos mastocitos podem ainda
causar varias alteragdes como agressao epitelial, anormalidades no controle
neural autbnomo do ténus da via aérea, hipersecre¢cao de muco e aumento
da responsividade do musculo liso das vias aéreas (Bousquet et al., 2000;

GINA, 2005). (Figura 3)

Fisiopatologia da Asma

P Antigeno Linfécitos
Célula Dendritica =) Th-0

-~ L12()
S Respostas Th-2

IL-4,1L-13  |L-9 IL-3 IL-3, IL-5
Respostas Th-1 IL-4 GM-CSF

(IFN-y, Linfotoxina, IL-2) 1 l l 1

IL-12 (=)

l IgE — Mastécitos— Basofilos—Eosinéfilos

Imunidade mediada por células Mediadores da Inflamacao
e inflamacao neutrofilica (Histamina, prostaglandinas, leucotrienos e enzimas)

!

Hiperresponsividade bronquica

: -
Sintomas da asma Obstrucao de vias aéreas

Figura 3. Mecanismos fisiopatolégicos da asma brénquica envolvendo uma
série de células inflamatérias e mediadores. As respostas alérgicas sao
predominantemente de classe Th2 e envolvem, principalmente, as citocinas
IL-3, IL4, IL-5, IL-9 e IL-13, entre outros mediadores. Fonte: Modificado do
GINA, 2005 . GM-CSF - Fator Estimulador de Colbnia Granulécito —

Macréfago;IFN-y — Interferon-Gama.
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Esta resposta imediata, que ocorre com um novo contato com o
antigeno apdés o processo de sensibilizagcdo, € caracterizada por uma
instalacdo rapida, de poucos minutos e que evidencia edema de mucosa,
aumento do tbnus do mdusculo liso com constricio das vias aéreas,
associados a desgranulacao mastocitaria (Pauwels, 1989). Em humanos, o
pico desta resposta parece ocorrer em cerca de 10 a 20 minutos e costuma
finalizar-se em torno de 1 a 2 horas apds a exposicao ao antigeno (Wills-
Karp, 1999). A contracdo da musculatura lisa brénquica nesta fase parece

ser o principal fator da obstrucdo da luz das vias aéreas.

A liberacdo dos mediadores inflamatérios € responsavel pela
migracao de eosindfilos, linfécitos T e neutréfilos para as vias aéreas,
caracterizando o inicio da fase tardia da resposta asmatica (Bousquet et al.,
1990; Santing et al., 1994; Schuiling et al., 1998). Esta fase pode iniciar-se
de trés a seis horas ap6s o contato com o antigeno e persistir por horas ou
dias, caso nao haja tratamento adequado. Normalmente, esta reacao
costuma resolver-se em torno de 24 horas. E definida em humanos como
uma reducao de 20% no VEF1 ap6s uma inalacao padronizada de agonista
broncoconstritor ou de antigeno, que tenha causado uma resposta aguda
equivalente a 20% de queda do VEF1 (Durham et al.,, 1984). Em modelos
animais, particularmente em cobaias, parecem existir duas respostas
asmaticas tardias, sendo a primeira em torno de 17 horas apds o contato
com o antigeno, e a segunda normalmente em 72 horas (Hutson et al., 1988;

Lancas et al., 2006).
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Com o intuito de avaliar se a presenca de resposta tardia poderia ser
predita a partir das caracteristicas basais da prova de funcao pulmonar, Avila
et al. (2000) analisaram os resultados deste teste em situagdo basal e apos
desafio antigénico, o teste de broncoprovocacdo com metacolina, assim
como o escarro induzido de 60 pacientes asmaticos. A PC20 de metacolina
de 0,25mg se associou a presenca de resposta tardia: 87% dos pacientes
com PC20 abaixo desta dose apresentaram resposta tardia
comparativamente a 38% com PC20 acima desta dose. Nao houve
correlacdo com os valores basais de VEF1 e a andlise do escarro induzido.
Os autores concluiram que a avaliacdo da hiperreatividade a metacolina
auxilia na determinagdo dos pacientes que podem apresentar resposta

tardia.

A inflamacao contribui para a hiperresponsividade das vias aéreas,
desempenhando papel fundamental na limitacdo ao fluxo aéreo, na
contracdo do musculo liso brénquico, no edema de vias aéreas e no
aumento da produgdo de muco, caracterizando a resposta asmatica tardia.
O desencadeamento de varias respostas tardias pode levar ao
remodelamento das vias aéreas e contribuir para que nao ocorra
reversibilidade na obstrucdo ao fluxo de ar em vias aéreas (Tiddens et al.,

2000).
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1.3. REMODELAMENTO DA MATRIZ EXTRACELULAR: DENSIDADE DE

FIBRAS COLAGENAS E ELASTICAS

O remodelamento pulmonar € um termo que se refere a um processo
dindmico de reconstrucao de estruturas celulares ou dos tecidos. Entretanto,
na asma, postula-se que no remodelamento pulmonar ocorram mudancas na
composi¢do, no conteldo e na organizacao dos constituintes celulares e
moleculares do trato respiratério (Shiba et al., 2002). O processo inflamatorio
cronico pulmonar, caracteristico desta doenca, poderia ser a principal causa
da reconstrucdo das suas estruturas de maneira anormal e irreversivel
(Jeffery, 2004). Essa reconstrucdao anormal é, portanto, uma tentativa de
manter as vias aéreas e o parénquima pulmonar intactos e restringir o
processo agressor representado pela resposta inflamatéria (Roche et al.,

1989; Laitinen et al., 1993; Li e Wilson, 1997).

No processo de remodelamento que ocorre na asma brénquica,
diversos eventos podem ser observados, como a hiperplasia e hipertrofia da
musculatura lisa das vias aéreas (Ebina et al., 1993), proliferacao vascular
(Li e Wilson 1997), aumento das glandulas mucosas, espessamento da
membrana basal, aumento no numero de células claras no epitélio das vias
aéreas (Laitinen et al., 1993), alteragcdo da matriz extracelular, tal como
aumento na deposicao de colageno (Roche et al., 1989) e fragmentacao de
fibras elasticas (Mauad et al., 1999), com alteragcdes estruturais no

parénquima.
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Na parede das vias aéreas tem sido mostrado aumento no
espessamento de 50-300% em pacientes que morreram de asma e
aproximadamente, aumento de 10-100% em individuos com casos leves a
moderados. Além disso, ha evidéncias de que o espessamento da parede
das vias aéreas, analisado por estudos radiol6gicos, se correlaciona com a

gravidade e extensao da doenca (James, 1997; Ebina, 1993).

O remodelamento pulmonar na asma envolve uma série de
mecanismos e mediadores que podem ser teoricamente relevantes, embora
ndao sejam ainda completamente compreendidos (Durham,1984; Ferreira,
1998; Mauad, 2004). As células epiteliais das vias aéreas produzem muitos
fatores inflamatérios e os danos epiteliais participam do processo proé-
inflamatério através da ativacdo de citocinas, fatores de crescimento e
mediadores em pacientes asmaticos, como os fatores de crescimento
derivados de plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator
de crescimento do fibroblasto basico (b-FGF), dentre outros (Tagaya e
Tamaoki, 2007). Estes fatores afetam a proliferacdo de fibroblastos e a
producdo de matriz extracelular, entre os quais, o fator transformador do
crescimento beta (TGF-B) que é produzido pelo epitélio das vias aéreas e
pode ser uma das mais importantes moléculas no processo de
remodelamento. O TGF-B pode ser sintetizado ainda por macréfagos,
eosinodfilos, linfécitos e fibroblastos, todos aumentados em pacientes

asmaticos.
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Os fibroblastos sao freqlientemente encontrados no tecido conectivo e
sao responsaveis pela producdo de uma variedade de componentes da
matriz extra-celular, como o colageno, fibras reticulares e elasticas, laminina,
fibronectina, acido hialurdnico, glicoproteinas da substancia extracelular
amorfa e proteoglicanos (Sheppard e Harrison 1992; Spoelstra et al., 2001).
A membrana basal forma uma barreira entre o0 meio externo e o epitélio de
um lado e o intersticio do outro. Isto sé 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.

Na asma, além da fibrose subepitelial, ocorre um aumento do nimero
de miofibroblastos, que apresentam um fendtipo intermediario entre
fibroblastos e midcitos (células do musculo liso), além de ter a habilidade de
secretar proteinas da matriz extracelular e quimiocinas que podem prolongar
a sobrevida de eosinéfilos. Recentemente, Batra et al. (2004) demonstraram
que a interleucina 4 (IL-4), assim como o TGF-B, estimulam fibroblastos a
expresssar actina-a do muasculo liso em lavado broncoalveolar apés desafio
com alérgeno em humanos, sugerindo uma importancia dos miofibroblastos
na patogénese da asma. Além de produzirem colageno, os miofibroblastos
ativados podem ainda contribuir com a inflamacéo, produzindo diferentes

tipos de citocinas e quimiocinas (Spoelstra et al., 2001).

Recentemente, tem sido evidenciada uma possivel participacdo do

oxido nitrico também na proliferacdo celular e na deposicdo de fibras
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colagenas. No entanto, seu papel no processo de remodelamento que
ocorre na asma brénquica ainda é pouco estudado. Gabazza et al. (2000)
demonstraram uma correlagdo positiva entre as concentracbes de
nitrito/nitrato no escarro induzido de pacientes asmaticos e o remodelamento
brénquico, sugerindo assim que o NO esteja envolvido no processo de
remodelamento de vias aéreas. Mais recentemente, demonstrou-se que o
oxido nitrico inibe a proliferacdo das células da musculatura lisa das vias

aéreas na fase G1 via GMPc-dependente (Hamad e Knox, 2001).

O mecanismo de deposicdo de matriz extracelular parece ser um
balanco entre sua sintese e sua degradacdo. A deposicao de colageno no
tecido é controlada pelo balango entre as metaloproteinases de matriz que
degradam colageno (MMPs) e seus inibidores, conhecidos como inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs). Na asma, os membros mais
importantes desta familia sdo a MMP-9 e a TIMP-1. O aumento da
expressdo de TIMP-1 causa deposicdo de matriz extracelular e
espessamento da membrana basal pela inibicdo da degradacdo de matriz
extracelular. Estudos em individuos asméaticos tém mostrado aumento na
producdo tanto de MMP-9 quanto de TIMP-1 no muco e no lavado

broncoalveolar (Tagaya e Tamaoki, 2007).

A MMP-2 (colagenase A), a MMP-3 (stromeolisina), MMP-9
(gelatinase B) e a MMP-12 (metaloelastase) estdo aumentadas em
asmaticos, embora a MMP-9 pareca ser a principal (Kelly e Jarjour, 2003),

estando aumentada no sangue, no fluido do lavado broncoalveolar, no
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escarro e em bidpsias de asmaticos, inclusive até 24 horas ap6s o desafio

antigénico (Atikinson e Sénior, 2003).

No pulmao a MMP-9 pode ser produzida por neutréfilos, macroéfagos,
eosindfilos, linfécitos, mastdcitos e células dendriticas, entre outras (Ohno et
al., 1997; Kelly et al.,, 2000; Atikinson e Sénior, 2003; Ohbayashi e
Shimokata, 2005). A MMP-9 pode ativar mecanismos de reparo inadequados
como a ativacao da producao de TGF-B+ (fator transformador do crescimento
beta) aumentando a sintese de colagenos pelos fibroblastos que, por sua

vez, estimula os processos fibroticos (Lee et al., 2001).

Alguns autores sugerem que a degradacdo dos componentes da
matriz extracelular pelas MMPs e outras proteinases, ocorra na fase
imediata da asma e a produc¢ao aumentada de TIMP-1 possa ocorrer na fase

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

Neste sentido, Lancas et al. (2006) observaram remodelamento no
tecido pulmonar periférico, caracterizado pelo aumento do conteiddo de
colageno em fatias de tecido pulmonar periférico de cobaias sensibilizadas,
provavelmente, secundarios a inflamacao crénica. O conteudo de colageno
apresentou correlacao positiva com as medidas de resisténcia e elastancia
nos animais com resposta inflamatéria tardia, sugerindo que o
remodelamento das vias aéreas e do tecido pulmonar periférico pode
contribuir significativamente com a perda de funcao pulmonar nos pacientes

asmaticos.
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Outro importante componente no remodelamento é a elastase, que
em concentragbes aumentadas degrada as fibras do sistema elastico, sendo
os neutrofilos sua principal fonte. Cabe ressaltar que também os macréfagos
e eosindfilos.produzem elastase (Vignola et al., 1998b; Vignola et al., 2001;
Vignola et al., 2003b). Confirmando estes achados, Vignola et al. (2003b)
demonstraram porcentagem aumentada de elastase, de neutréfilos e
eosinodfilos no escarro induzido de pacientes asmaticos, comparados com

individuos controle.

Além disso, Mauad et al. (1999) demonstraram que ocorre diminuigao
do conteudo de fibras elasticas nas vias aéreas de pacientes asmaticos,
sugerindo que este sistema tem importancia crucial no processo de
remodelamento brOnquico. Sabe-se ainda que diversos mediadores
inflamatérios participam do processo de fibrogénese, perpetuando a

agressao tecidual e a formagéao de tecido cicatricial (Boulet, 1997).

Alguns autores tém discutido ainda, que a arginase pode atuar em
miofibroblastos aumentando a produgdo de colageno, via producao de L-
ornitina (Ricciardolo et al., 2003; Meurs et al., 2003). A expressdao de
arginase tipo 1 e tipo 2 foi detectada em fibroblastos do tecido conectivo
peribrénquico (Que et al.,1998). Alguns autores sugerem que a arginase
possa estimular estas células a produzirem maior quantidade de colageno,
contribuindo assim com o processo de remodelamento (Ricciardolo et al.,
2003; Meurs et al., 2003). Estes efeitos ocorrem via producéo de L-ornitina e

L-prolina que sao produtos da arginase (Figura 4).
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AGONlISTAS CITOCINAS INFLAMATORIAS

m® V.
VAN

R-SNO GTP_sGC  cGMP l

—p

L-Prolina <= ESPECIES REATIVAS DE
N—— OXIGENIO E NITROGENIQ

1 (ROS e RNS)
SINTESE DE COLAGENO l
CONTRAGAO M. LISO DANO CELULAR

Muco DISFUNCAO DNA,
T MITOCONDRIA E PROTEINA

HIPERRESPONSIVIDADE

<«——— PUTRESCINA
POLIAMINAS Adaptado de Ricciardolo et al., 2004

Figura 4. Esquema simplificado de formag&o e metabolismo da arginase e
de espécies reativas de oxigénio via INOS. As éxido-nitrico sintases (NOS)
convertem a L-arginina em dois tipos de o6xido nitrico (NO): o proveniente
das NOS constitutivas (cNOS) e o proveniente das NOS induzidas (iNOS).
Por outro lado, a L-arginina € metabolizada pela arginase que a converte em
L-ornitina e é precursora das poliaminas e da L-prolina, as quais contribuem

com o processo de remodelamento pulmonar.

Estudos em pacientes asmaticos demonstraram redugdo dos niveis
de arginina no plasma associado a um aumento da atividade da arginase
sérica (Morris, 2004). Como consequéncia deste aumento, ha maior
producédo de L-ornitina (Wu et al., 1998; Zimmermann e Rothenberg, 2006)
levando a um aumento na sintese e na secrecao das colagenases (Prosser,

1988), fato relevante também no processo de remodelamento pulmonar.
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1.4. O PAPEL DO PARENQUIMA PULMONAR NA FISIOPATOGENIA DA ASMA

Devido ao desenvolvimento de novas tecnologias foi possivel
demonstrar que a porgcao distal do pulmao contribui para a obstrucdo do
fluxo aéreo em pacientes asmaticos (Yanai et al., 1992; Wagner et al., 1998).
Considerava-se que esta regido, antes conhecida como “zona silenciosa”,
contribuiria somente com 10% do valor total de resisténcia ao fluxo aéreo
pulmonar. Além disso, as novas tecnologias permitiram demonstrar que ha
alteracdes estruturais e inflamatérias no parénquima distal, similares as
observadas nas vias aéreas de individuos asmaticos (Minshal et al., 1998;

De Magalhées et al., 2005; Lancas et al., 2006).

E importante considerar que o volume total e a area de superficie das
vias aéreas distais sdo muito maiores que o volume e a area de superficie
das grandes vias aéreas, sugerindo que o desenvolvimento de qualquer
alteracdo no pulmao distal em pacientes asmaticos tem um efeito mais
dramatico sobre a patogénese e a resposta ao tratamento da doenca (Tulic e

Hamid, 2003).

Desta forma, tem sido proposto que o pulmao periférico, considerado
como as vias aéreas de calibre < 2mm de didmetro e o parénquima
pulmonar adjacente, pode ter um papel fundamental na resisténcia pulmonar
total (Bachofen,1968), alertando para a possibilidade da participacédo
também do parénquima pulmonar na fisiopatologia da asma, o que

provavelmente altera o conceito e principalmente as formas de pensar o
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tratamento da doenca (Ludwig e Dallaire, 1994). Além disto, estes fatos
alertam para a possibilidade de sub-tratamento da doenca, uma vez que os
esterdides inalatérios mais usados atualmente, apresentam sua deposicao
principalmente nas vias aéreas centrais e ndo na periferia pulmonar (Tulic e
Hamid, 2003). Desta forma, um dos desafios terapéuticos da asma tem sido
desenvolver novas tecnologias inalatérias que permitam uma melhor oferta

de agentes inflamatérios a porgao distal do pulmao.

Carrol et al. (1997) demonstraram que o aumento no numero de
linfécitos e eosindfilos era uniformemente distribuido ao longo das vias
aéreas proximais e distais em pacientes com asma grave e moderada,
comparativamente aos individuos controle. Neste sentido, alguns autores ja
demonstraram aumento no numero de células T (CDs), eosindfilos total,
eosindfilos ativados, assim como aumento na expressao de mRNA positivo
para IL-5 e IL-4 nas vias aéreas distais de pulmdes ressecados de individuos
asmaticos comparativamente aos individuos normais (Hamid,1997, Minshall
et al., 1998). Kraft et al. (1996) também mostraram inflamacgéo alveolar em
pacientes com asma noturna, 0 que ndo ocorre nos individuos que

apresentam asma nao noturna.

Neste sentido, Haley et al. (1998) avaliaram a distribuicdo de células
CD45+ dentro de regides subepiteliais da parede de vias aéreas e
mostraram que, nas vias aéreas distais de individuos asmaticos, a maioria
das células leucocitos e eosindfilos CD45+ esta na regido externa a parede

da via aérea (definida como a area entre o musculo liso € o alvéolo).
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E interessante notar que nas grandes vias aéreas dos mesmos
individuos a maior densidade destas células se encontra no interior da
parede da via aérea (definida como &rea entre a membrana basal e o
musculo liso). A diferente organizacdo das células inflamatérias através da
arvore traqueo-brénquica pode ser atribuida as diferencas nos mecanismos
de recrutamento de células inflamatérias eou as diferencas na producao de
citocinas e quimiocinas entre estas regioes, além de diferencas na inervacao

(Tulic e Hamid, 2003).

Vale ressaltar, que os individuos asmaticos com espirometria normal
podem apresentar um aumento da resisténcia das vias aéreas distais em até
sete vezes quando comparados aos individuos normais (Wagner et

al.,1990).

Em modelos experimentais de inflamacao alérgica cronica pulmonar
em cobaias, Lancas et al. (2006) observaram aumento no numero de
eosinodfilos e na responsividade do tecido pulmonar, observada através de
curva dose resposta especifica (com ovoalbumina) e inespecifica (com
metacolina) em sistema de mecanica oscilatoria, utilizando fatias de tecido

pulmonar periférico.

Considerando o remodelamento pulmonar, Xisto et al. (2005)
demonstraram um aumento do conteudo de colageno e de actina em fatias
de tecido pulmonar periférico em modelo de inflamagdo pulmonar alérgica

crbnica em ratos. Estas alteracbes apresentaram uma correlagao positiva
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com o aumento da resisténcia e elastancia, evidenciando que a inflamacao,
as alteragbes mecénicas, assim como o remodelamento, ndo ocorrem

apenas nas vias aéreas, mas também no parénquima pulmonar.

1.5. AVALIACAO DE MECANICA OSCILATORIA DE TECIDO PULMONAR

PERIFERICO

Varios autores tém utilizado fatias de tecido pulmonar periférico para
avaliacdo do papel do parénquima na inflamacdo pulmonar obstrutiva
cronica (Dolhnikoff et al.,1999; Xisto et al., 2005; Lancas et al., 2006; Angeli

et al., 2008).

Demonstramos recentemente que o tratamento crénico com L-NAME
interfere na resposta de resisténcia e elastancia do tecido pulmonar
periférico em cobaias com inflamacao crénica de vias aéreas, sugerindo que
o NO, e provavelmente a arginase, estdo envolvidos nas alteracdes de

parénquima pulmonar presentes na asma (Angeli et al., 2008).

Assim, fatias de tecido pulmonar (“strips”) analisadas através de
mecanica oscilatéria, tém sido usadas como instrumento capaz de elucidar
as propriedades mecanicas e farmacolégicas da periferia do pulmao. Neste
sentido, Salerno et al. realizaram varios estudos utilizando esta técnica e
demonstraram que o fragmento pulmonar periférico seria um modelo ideal

para o estudo das propriedades reais da mecéanica pulmonar, uma vez que
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as vias mais proximais podem sofrer maior influéncia da parede brénquica

na determinagao da resposta mecanica (1995; 1998; 2004).

1.6. JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO

Apesar da participacao do NO na modulacao da resposta inflamatéria
ter sido intensamente investigada nos ultimos dez anos, resultados bastante
controversos ainda sao encontrados na literatura, sugerindo que o NO tenha
uma dupla funcdo na patogénese da asma. Para permitir estudos mais
aprofundados sobre a real participacdo de cada isoforma da NOS em
diferentes aspectos fisiopatolégicos, uma gama de inibidores da producéo de
NO tem sido desenvolvidos, sendo cada vez mais aprimorados em sua

seletividade e especificidade.

A producao de 6xido nitrico pode ser inibida pelo bloqueio da enzima
oxido nitrico sintase (Moncada e Higgs, 1993) ou ainda pela administracao
de falso substrato que faz com que esta enzima deixe de produzir o éxido
nitrico. J& ha algum tempo, existe uma série de inibidores de 6xido nitrico,
que sao utilizados em laboratérios, para bloquear a acdo destas enzimas,
sendo que a maioria deles encontra-se disponivel comercialmente. Alguns
exemplos destes inibidores s&do a N-(3-(aminomethyl)benzyl)acetamidine
(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 et al., 1989).
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Embora durante muitos anos a aminoguanidina tenha sido
considerada um inibidor especifico de INOS (Baddedge et al., 1993)
recentemente sua especificidade no bloqueio desta isoforma é questionada
(Birrell et al., 2003). Ha alguns anos, Garvey et al. (1997) demonstraram que
o 1400W apresenta alta seletividade na inibicdo de iNOS tanto in vitro
quanto in vivo, apresentando efeitos toxicos somente em altissimas doses
(25 mg/Kq). Desta forma, o 1400W passou a ser a ferramenta mais utilizada
nos dois ultimos anos para o estudo da participacdo do 6xido nitrico
produzido via iINOS em diversos processos fisiopatolégicos, inclusive na

asma brénquica.

Como a L-arginina é o substrato comum tanto para NOS quanto para
a arginase, o bloqueio de uma destas vias enzimaticas pode modular
indiretamente a atividade da outra (Meurs et al., 2002; Ricciardolo et al.,
2004). A inibicao cronica e inespecifica da producao de NO, por meio do L-
NAME, resulta em intensa broncoconstricado basal apds estimulo antigénico,
particularmente em vias aéreas proximais, além de reduzir o niumero de
células mononucleares, a formagcao de edema peribronquico e de aumentar
a deposicao de fibras colagenas na parede das vias aéreas distais (Prado et
al., 2005b). Por outro lado, a inibicdo especifica e seletiva de iINOS, por meio
do 1400W, reduz a broncoconstricdo, a inflamacdo e o processo de
remodelamento brénquico em modelo de inflamacao pulmonar alérgica

crbnica em cobaias.
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Desta forma, estes resultados observados por nosso grupo de
pesquisa, relacionados ao tratamento crénico com L-NAME neste modelo
experimental, podem ser atribuidos tanto a deficiéncia da producao de NO,
quanto a estimulagcdo da atividade da arginase devido a uma maior

disponibilidade de substrato (Que et al., 1998; Boucher et al., 1999).

Consideramos também que o estudo de inibidores da iINOS nas
alteracoes de parénquima pulmonar possa ter fundamental relevancia, visto
que alguns autores sugerem a utilizagdo destas drogas como futuras
estratégias terapéuticas, podendo indicar um futuro promissor para o
tratamento de diversas doencas, dentre elas a asma. Além disso, o estudo do
papel da inibicao da iINOS pode contribuir para a melhor compreensao dos
efeitos da disfuncdo do complexo arginase-NOS na fisiopatologia da asma,

particularmente no remodelamento pulmonar.

Cabe ressaltar por fim que ainda que nao foram encontrados estudos
que avaliassem os efeitos de inibidores de iINOS no parénquima pulmonar,
no qual fossem analisados ndo somente seus efeitos no controle da
hiperresponsividade e na resposta inflamatéria, mas também seu papel no

remodelamento do parénquima.
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2. OBJETIVOS

Deste modo, nossos objetivos neste projeto foram:

1. Avaliar os efeitos da inibicao especifica da iINOS em modelo de
inflamacao pulmonar alérgica crénica em cobaias, caracterizando

0 impacto nos seguintes aspectos:

a- Na mecanica do tecido pulmonar periférico.

b- Na inflamagéao eosinofilica no septo alveolar.

c- No remodelamento da matriz extracelular no parénquima
pulmonar, particularmente.

d- Na atuacao da via do estresse oxidativo, por meio da avaliacao da

expressao de isoprostano-8.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo, na sessao de 29 de junho de 2006 sob o numero 534/06 - CAPPesq.

Todos os animais receberam cuidados de acordo com o Guia de
Cuidados e Uso de Animais de Laboratério, publicado pelo National Institute
of Health (NIH publication 85-23, revisado em 1985), sendo que todos os
procedimentos cirurgicos foram realizados com os animais sob efeito de

anestesia geral.

3.1. ANIMAIS

Foram utilizadas cobaias do sexo masculino, de linhagem Hartley,
provenientes da empresa MEDLAB Produtos Diagndsticos LTDA, Sao Paulo,
Brasil. Os animais foram mantidos durante todo o periodo do experimento,
no biotério de manutencao em conjunto com os Laboratérios de Investigacao
Médica (LIM) 20 e 05, desta Faculdade, recebendo alimento e agua ad
libitum, em condicdes ideais e controladas de temperatura, umidade e ruido.
Os animais foram retirados do biotério somente para realizacdo das etapas

do protocolo.
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O peso médio dos animais no inicio do protocolo de tratamento com
1400W era de 300 a 350g e idade de aproximadamente trés semanas no
inicio do processo de sensibilizacdo inalatéria. Para este experimento, foi
utilizado um total de 53 animais. Nao houve perda de animais durante o
protocolo de tratamento com 1400W e inalacdes, sendo perdidos apenas 5
animais nos procedimentos de realizacdo da mecéanica pulmonar e 4 animais

apresentaram lesdes pulmonares, sendo excluidos do protocolo.

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram estudados quatro grupos experimentais, sendo que os animais

receberam, respectivamente:

a) Inalacdées com soro fisioldgico 0,9% estéril e soro fisioldégico 0,9% estéril

i.p. (grupo SF, n=10);

b) Inalagdes com solugdo de ovoalbumina e soro fisioldgico estéril 0,9% i.p.

(grupo OVA, n=10);

c) Inalagdes com soro fisiologico estéril 0,9% e 1400W i.p. (grupo SF-W,

n=12);

d) Inalagbes com solucdo de ovoalbumina e 1400W i.p. (grupo OVA-W,

n=12);
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No dia da ultima inalagcéao teve inicio o protocolo de tratamento com
1400W e apds quatro dias, os animais foram submetidos a avaliacdo da

mecanica oscilatéria do tecido pulmonar.

3.3. PROTOCOLO DE SENSIBILIZACAO

Os animais foram colocados, um a um, em uma caixa de exposicao
de acrilico (30 x 15 x 20 cm) acoplada a um nebulizador ultrassénico
(Soniclear, Sao Paulo, Brasil), capaz de gerar particulas com diametro

variavel de 0,5 a 10um, com taxa de nebulizagdo de 1ml/min (Figura 5).

Foram entdo submetidos a inalacdo com aerossol de ovoalbumina
(Grupo OVA) (Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO, EUA) diluida em
NaCl 0,9% (soro fisiolégico - SF) (Baxter, S4do Paulo, Brasil) ou a inalacao
com soro fisiol6gico apenas (Grupo controle- SF) por um periodo maximo de
15 minutos ou até o surgimento de sinais de desconforto respiratério,
quando a inalacdo era interrompida e os animais retirados da caixa para
recebimento de suporte de oxigénio, caso necessario. Tiragem intercostal,
tosse, coriza e/ou cianose intensas foram os sinais de desconforto

considerados.

O tempo em que os animais permaneceram em contato com o
aerossol foi cronometrado e denominado tempo de inalagéo (Tl). Os animais

foram submetidos a inalacdo duas vezes por semana, num total de sete
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inalagdes. As concentragoes de antigeno foram crescentes (1~5 mg/mL-1),
com o intuito de evitar-se a inducao de tolerancia (Paré et al., 1979;
Sedgwick e Holt, 1985). Nas quatro primeiras inalacdes a dose utilizada foi
de 1 mg/mL, na quinta e na sexta inalacdes utilizou-se uma concentracao de
2,5 mg/ml e na ultima (72) inalagao, a concentracao de antigeno utilizada foi

de 5mg/ml (Figura 5).

PROTOCOLO DE SENSIBILIZACAO

Inalagc6es com
Ovoalbumina (OVA) ou
Soro Fisiolégico (SF)

-
= \\ )73

N S
Nebulizador
Tempo/dias 1 4 8 11 15 18 21 25
| rrr rr v 1 | —
Inalacdes 1 2 3 4 5 6 7 72 h Avaliagdo da
~ ~ -~ l Mecanica
1mg/mL 2,5mg/mL 5 mg/mL ‘,’,fﬁ::f;‘;;‘f
A

Inicio do tratamento com
1400W (2mg/kg/animal)
diluidos em soro fisiologico
(i.p.) ou soro fisiolédgico (i.p.)

FIGURA 5. Esquema do protocolo de sensibilizagdo e administragdo do
tratamento utilizado. As cobaias foram submetidas a inalacées, duas vezes
por semana, uma a uma, com doses crescentes de ovoalbumina ou soro
fisiolégico (NaCl 0,9%). Ao todo, foram realizadas sete inalagdes, sendo a
ultima 72 horas antes da avaliacdo da mecéanica pulmonar. O tratamento
com 1400W teve inicio 30 minutos antes da 72 inalacao (apds sensibilizacao)
e foi administrado até o dia da avaliacdo da mecénica oscilatéria do tecido

pulmonar.
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3.4. TRATAMENTO com 1400W - INIBIDOR ESPECIFICO DA ENZIMA

Oxipo NiTRICO INDUZIDA - INOS

Trinta minutos antes da sétima inalacao, ou seja, 72 horas antes do
protocolo de Avaliacdo da Mecéanica Pulmonar, teve inicio o tratamento com
N-(3-(aminomethyl)benzyl)acetamidine (1400W) (Tocris Bioscience, Bristol,
Reino Unido) nos animais dos grupos OVA-W e SF-W. 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). Animais

controle receberam veiculo (SF) de 1400W, em volume correspondente.

3.5. PROoTOCOLO DE AVALIACAO DE MECANICA OSCILATORIA DE

TECIDO PULMONAR PERIFERICO

Setenta e duas horas ap6s a sétima inalacdo, os animais foram
anestesiados com Tiopental (50 mg/Kg i.p.), traqueostomizados e apéds
toracotomia, exsanguinados. Os pulmdes foram infundidos com solucao de
Krebs (em mM: NaCl, 118; KCI, 4.5; NaHCOQOg3, 25.5; CaCly, 2.5; MgSOQy, 1.2;
KH2POg4, 1.2; glicose 10; Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA). Foram
realizados cortes sagitais de ambos os pulmdes (aqui definidos como
pulmdo total) sendo os mesmos, cobertos com Optimum Cutting

Temperature (OCT) (Reichert-Jung, Heidelberg, Alemanha) e colocados em
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nitrogénio liquido para subseqliente detecgdo da expressao de iNOS, por

meio de técnica imunohistoquimica.

Fatias de tecido pulmonar periférico de cobaias, submetidas ao
protocolo de sensibilizacao descrito previamente, foram obtidas da regiao
subpleural medindo aproximadamente 10mm x 2mm x 2mm, tendo seu peso

e seu comprimento de repouso (L) medidos.

Cada uma das pontas do fragmento foi colada com cianocrilato 4 um
pequeno clip metélico fixado em um longo fio de aco de 0,5mm de didmetro
e 0 conjunto foi suspenso verticalmente e mergulhado num banho de 15ml
de solucdo de Krebs., constantemente aerada com 95% de O, e 5% de COx,
contido em um recipiente de vidro (Figura 6A). De um lado, uma das pontas
foi ligada a um transdutor de forca (modelo 400A; Cambridge Technologies,
Watertown, MA, EUA) que opera em torno de 10g, com uma resolucédo de
200ug e uma complacéncia de 1ug/g. A outra ponta atravessou um orificio
na parte inferior do recipiente, onde foi colocada uma gota de mercurio, pois
sua alta tenséo superficial previne a perda ou o extravasamento da solugao
de Krebs contida no recipiente, e foi conectada a um brago oscilatério de
controle de alteragdes de comprimento (L) (Modelo 300B; Cambridge
Technologies, Watertown, MA, EUA). Este braco, que é capaz de
determinar, ponto a ponto, a excursdo de 8mm e a resolugdo de 1 um de
comprimento, foi conectado a um gerador (Modelo 3030; BK Precision,
Chicago, IL, EUA), que controla a freqiéncia, amplitude e a forma de onda

da oscilacao.
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A tensédo (T) é obtida através do movimento do parafuso que efetua
pequenos deslocamentos do transdutor de forga. Os sinais de comprimento
e forca sdo captados e filtrados lentamente (8-pole Bessel 902LPF;
Frequency Devices, Haverhill, MA, EUA) com uma frequéncia de 30Hz e
convertidos em leitura analdgica a digital por um conversor (DT2801-A; Data
Translation Inc, Marlborough, MA, EUA) sendo entdo, gravados num

programa de computador (Figura 6B).

O tecido foi submetido a uma forgca de 2g por trés vezes (“stress
relaxation”) retornando para uma forca de 1 a 2g, com oscilacao sinusoidal
de 2,5% do comprimento inicial a uma freqiiéncia de 1Hz. Apds 50 minutos
de estabilizacdo (com trocas de Krebs a cada 15 minutos), foram obtidos os
dados de mecénica do tecido sob condi¢cdes basais (por 5 minutos) e apds
desafio com ovoalbumina a 0,1% no banho (por 10 minutos) para obtengao
de uma resposta maxima (Nagase, 1995). Os valores de elastancia (Et) e
resisténcia (Rt) do tecido foram estimados através da equacao de

movimento, descritas anteriormente. (Lauzon, 1991):

T= EAl + R(Al /At) + K (equagéo 1)

onde T € tensdo, | € comprimento, Al /At é a variagdo do comprimento por
unidade de tempo e K é uma constante que reflete a tensao de repouso. Os
resultados foram padronizados de acordo com o tamanho da fatia de tecido
pulmonar periférico. A area de seccao transversal nao estressada (Ao) da

fatia de tecido pulmonar periférico foi obtida pela férmula:
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Ao(cm?) = WO/ (p x L,) (equacéo 2)

onde p € a densidade de massa do tecido adotada como 1.06 g/cm3, W0 é o
peso Uumido em gramas, e L, € o comprimento em repouso em centimetros.
Os valores de Rt e Et foram multiplicados por L./A,. Foi analisada a
porcentagem de aumento da resisténcia (%Rt) e elastancia (%Et), em
relacdo a condicdo basal (pré-desafio com OVA). Ap6és a oscilacao
mecanica, as fatias de tecido pulmonar periférico foram fixadas em formol

10% por 48 h e embebidos em parafina para analise histolégica.
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Figura 6. Aparato Experimental: equipamento de avaliagdo da mecénica

oscilatéria do tecido pulmonar periférico. A fatia pulmonar subpleural retirada
de um dos pulmdes foi suspensa em um aparato contendo solucao de Krebs
(37° C, pH= 7,4) (Figura 6A), sendo submetida a oscilacdo constante por
meio de um transdutor de forca e de um braco oscilatério que controla a
freqUéncia, amplitude e a forma de onda da oscilacao (por meio de um
gerador) (Figura 6B). Os dados de mecanica oscilatéria obtidos foram
convertidos em sinal digital, por meio de um conversor, transformados em

dados analégicos e analisados.
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3.6. ESTUDO MORFOMETRICO DO PARENQUIMA PULMONAR

Depois de terminada a fixagdo em formol, o material foi submetido as
técnicas histologicas habituais com parafina, para obtencdo de cortes de
4um de espessura. Este material foi submetido as coloragdes especificas

descritas abaixo.

Todas as avaliacdes histopatolégicas utilizadas neste estudo foram
realizadas por meio da técnica de contagem de pontos e retas (Weibel,
1963), com o auxilio de um reticulo de 100 pontos e 50 retas com area
conhecida acoplado a ocular do microscépio 6ptico comum (CH30, Olympus,
Japdo) (Figura 7). Varios autores jA demonstraram previamente que este
método é adequado para a quantificacdo destes indices (Garcia et al., 1994;
Sakae et al., 1995; Warth et al., 1995, Tibério et al., 1997; Tibério et al.,
2003; Leick-Maldonado et al., 2004). O observador que realizou todas as
analises deste estudo nao estava ciente a que grupo pertencia o tecido

analisado.

Para garantir a homogeneidade das fatias de tecido pulmonar
periférico utilizadas no presente estudo, foram analisadas as areas fracionais
de septo alveolar, de parede de vaso sanguineo e de parede brbénquica
(proporcdo de estruturas), que foram determinadas pela técnica de
contagem de pontos e retas. Para tanto, foram contados os pontos que
coincidiam com cada uma das estruturas acima (camada endotelial, epitelial,

musculo liso ou tecido conectivo) e divididos pelo nimero total de pontos de
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tecido pulmonar. Esta analise foi realizada em todos os campos de cada
lamina, em aumento de 200X, e pontos coincidentes com espagos aéreos ou

limen das vias aéreas ou dos vasos sanguineos foram excluidos.

Figura 7. Esquema da avaliagdo morfométrica. Um reticulo composto de 50
retas e 100 pontos foi acoplado a ocular do microscopio.
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3.6.1. AVALIACAO DA DENSIDADE DE EOSINOFILOS

A coloracao de LUNA foi utilizada para deteccao de eosindéfilos (Luna,
1986; Watanabe, 2004). Por meio da técnica de contagem de pontos e retas,
foi avaliado o contetdo de eosindfilos no tecido alveolar. Para tanto, foram
quantificados o numero de pontos que incidem no tecido alveolar e o nimero
de células presentes nos septos alveolares em cada campo. A densidade de
eosinodfilos foi determinada pela razdo do numero de células e da area de
tecido, no aumento de 1000x. Foram analisados 10 campos por corte,
selecionados de forma randdémica e os resultados foram expressos como
células por unidade de area (10*um? (Lancas et al., 2006, Angeli et al.,

2008).

3.6.2. IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE INOS

Para a avaliacdo da iNOS, é necessario que o tecido seja congelado;
portanto, foi realizada em outra fatia do parénquima pulmonar, em que foi
gotejado OCT (Optimum Cutting Temperature) e congelado em nitrogénio
liquido. O tecido foi posteriormente cortado no criostato (Leica CM1850;
Leica, Nosfloch, Alemanha), montado em I|aminas pré-revestidas com
aminopropiltrietoxisilane (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e fixado
em solucéo de cloroférmio-acetona 1:1 (Merck, Rio de Janeiro, Brasil) vol/vol
por 10 minutos em temperatura ambiente (Prado et al.,, 2005a). A
imunohistoquimica foi realizada de acordo com o protocolo previamente

descrito por Coers et al. (1998) e ja padronizada em nosso laboratério
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(Prado et al., 2005a, Prado et al., 2006). Para tanto, os cortes foram
incubados (30 min em temperatura ambiente) com uma solucéo bloqueadora
contendo soro de camundongo normal (Dako Corp., Carpintria, CA, EUA).
Anticorpo monoclonal de camundongo anti-iINOS (IgG2a iINOS/NOS Type Il -
Transduction Laboratories — N32020, San Diego, CA, EUA) foi utilizado
como anticorpo primario (incubado durante toda a noite em temperatura
ambiente, diluicdo 1:5 em tampao TRIS). Apés trés lavagens em tampao
TBS (TRIS-buffered saline) por 5 minutos, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario (LSAB+AP Link Universal, Dako Corp. Carpinteria, CA,
EUA) por 30 minutos a 37°C em camara umida. Os cortes foram entao
lavados 3 vezes com tampao TBS por 5 min e cobertos com fosfatase
alcalina pré-diluida (LSAB + AP- Streptavidin AP- Dako Corp., Carpinteria,
CA, EUA), por 30 minutos, seguido de incubagdo com substrato Fast Red
TR (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) por 6 min e submetidos a

contra-coloragao com hematoxilina por 1 minuto.

A contagem das células positivas para a expressdao de iNOS foi
realizada conforme descrito na avaliagdo da densidade de eosindfilos (item
3.6.1.). As células positivas para a expressao de iNOS foram analisadas no
aumento de 1000X e foram avaliados 10 campos por lamina. Os resultados
foram expressos em células por unidade de &area (10%pm? (Prado et al.,

2005a, Angeli et al., 2008).
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3.6.3. AVALIACAO DE FIBRAS COLAGENAS E ELASTICAS

Para a avaliacdo das fibras colagenas, foi utilizada a coloracdo de
Picro-Sirius no mesmo tecido citado anteriormente. Os cortes foram
desparafinados e lavados com agua. Apods, foram corados por 1 hora no
Picro-Sirius Red (Direct Red 80, C.I. 35780, Aldrich, Milwaukee, WI, EUA) a
temperatura ambiente e posteriormente, lavada em agua corrente por 5
minutos. Apds esta etapa, os cortes foram corados pela Hematoxilina de
Harris durante 6 minutos e posteriormente lavados em agua corrente por 10

minutos. Por fim, as laminas foram montadas.

Para deteccao das fibras elasticas propriamente ditas e das fibras
eulaninicas foi utilizada coloracdo com Resorcina-Fucsina. Para isto, os
cortes foram desparafinados e hidratados em alcool 95%. Posteriormente,
foram corados pela Resorcina-Fucsina por 1 hora e lavados em agua
corrente por 5 minutos. Foram entao realizadas duas trocas de alcool 70%
durante 10 minutos, sendo esta etapa a da diferenciacdo das fibras. Em

seguida, foram desidratados, diafanizados e posteriormente montados.

O conteudo de fibras colagenas e de fibras elasticas no tecido
alveolar foi avaliado por meio da técnica de contagem de pontos e retas, ja
descrita anteriormente. O conteldo de fibras elasticas ou colagenas no
parénquima pulmonar foi determinado pela proporcao de volume que se da
pela razdo do numero de pontos que incidem nas fibras colagenas ou

elasticas e o niumero total de pontos que incidem no septo alveolar. Foram
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analisados 10 campos de tecido pulmonar/animal em aumento de 400X. Os
resultados foram expressos em porcentagem (Lancgas et al., 2006; Angeli et

al., 2008).

3.6.4. IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE ACTINA

As fatias de parénquima pulmonar foram também submetidas a
imunohistoquimica com anticorpo anti-actina. Para tanto, as laminas foram
desparafinados e uma solucdo de peroxidase a 0,5% em metanol foi
aplicada por 10 minutos para inibir a atividade de peroxidase enddégena. A
recuperacado do antigeno foi realizada com solugao citrato por 30 minutos.
Os cortes foram incubados com Anti-Human Smooth Muscle Actin (1A 4,
Dako, Dinamarca) durante toda a noite a 4°C. O kit LSAB® Plus-HRP (K-
0690 DAKO Corporation, Carpinteria,CA, EUA) foi usado como anticorpo
secundario e, como cromogeno, usamos o 3,3 Diaminobenzidina (DAB)
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA). Os cortes foram contra-corados

com hematoxilina de Harris.

A quantificacdo da actina no tecido alveolar foi determinada de forma
semelhante a utilizada no item 3.6.3. O conteudo de actina no parénquima
pulmonar foi determinado pela propor¢do de volume dada pelo niumero de
pontos que coincidem com o tecido actina-positivo e o numero total de
pontos que incidem no tecido alveolar. Foram analisados todos os campos
de cada lamina no aumento de 200X. Os resultados foram expressos em

porcentagem.
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3.6.5. IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE 8-EPI-PGF20.

A imunohistoquimica para deteccdo do 8-iso-PGF2a (isoprostano 8)
foi realizada utilizando o anticorpo Anti-8-epi-PGF2a (Oxford Biomedical
Research, Rochester Hills, MI, EUA) com diluicdo de 1:500. Os blocos foram
desparafinados e lavados 7 vezes por 5 minutos com H>O»10V 3% para
inibir a atividade de peroxidase enddgena. Apds banhos em PBS e agua, a
recuperacao do antigeno foi realizada com tripsina por 20 minutos. Apéds
isto, 3 banhos de 3 minutos/cada em PBS foram realizados. Os cortes foram
incubados com anticorpo Anti-8-epi-PGF2a diluidos em BSA durante toda a
noite. Apds lavagem em PBS, Vectastain ABC Kit (Vector Elite PK-6105,
Burlingame, CA, EUA) foi usado como anticorpo secundario e 3,3
Diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) foi
usado como cromoégeno. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina

de Harris (Merck, Rio de Janeiro, Brasil).

A analise da expressao de 8-epi-PGF2a no parénquima pulmonar foi
realizada como previamente descrito na avaliacdo de fibras colagenas e
elasticas, no item 3.6.3. Determinamos a proporcdo de volume de 8-epi-
PGF2a como a relacdo entre o numero de pontos sobre a area do tecido
corada com 8-epi-PGF2a e 0 numero total de pontos sobre o tecido
pulmonar (Montuschi et al., 1999). As medidas foram realizadas em 10
campos/animal no aumento de 400X, sendo os resultados expressos em

porcentagem.
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3.7. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada usando o programa SigmaStat
(Jandel Scientific, San Rafael, CA, EUA) sendo 0s valores expressos como
média e erro padrao (EP) e representados em graficos de barra de paralela

e erro padréao.

Os dados foram avaliados pela andlise de varidncia Two-Way
(sensibilizacao X tratamento com 1400W) e comparagdes multiplas foram
feitas usando o método de Holm-Sidak. A correlagdo de Spearman foi
utilizada para comparacdo entre os dados morfométricos e os dados
funcionais. Foi considerado estatisticamente significativo um p<0,05 (Zar,

1984).
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4. RESULTADOS

4.1. TEMPO DE INALACAO (TI)

Os animais dos grupos controle SF e SF-W permaneceram em contato
com a inalacao de salina por 15 minutos durante as sete inalagcdes. As cobaias
dos grupos OVA e OVA-W apresentaram uma diminuicdo progressiva do
tempo de contato com o antigeno inalatério (Tl), sem desenvolver desconforto
respiratério. Na Figura 6 apresentamos o Tl da sétima e ultima inalacdo dos
animais dos quatro grupos. Houve uma diminui¢do significativa no tempo de
inalacdo quando comparamos 0s grupos sensibilizados OVA e OVA-W (565
+ 69,79 seg e 637,42 + 60,44 seg) aos grupos nao sensibilizados SF e SF-W

(900,00 £ 69,79 seg e 900,00 + 60,44 seg, p<0,05 para as duas comparagoes).
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Figura 8. Valores de média e erro padrdao (EP) dos valores de tempo de
inalagdo (segundos) obtidos na 7% inalagdo dos quatro grupos experimentais.
Os grupos OVA e OVA-W apresentaram uma reducdo do tempo quando
comparados com os controles (*p<0,05).
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4.2. AVALIACAO DA MECANICA OSCILATORIA PULMONAR

Nao houve diferenca na resisténcia tecidual (Rt) basal (Figura 9A) e na
elastancia tecidual (Et) basal (Figura 9C) entre os grupos estudados. Os
animais expostos previamente a ovoalbumina apresentaram um aumento na
%Rt (OVA: 95,09 + 18,95; OVA-W: 51,77 + 9,58) e %Et (OVA: 76,25 + 14,45;
OVA-W: 35,39 + 8,73) comparados aos animais controle expostos a solucao
salina [%Rt (SF: 13,12 £ 3,38; SF-W: 12,38 + 6,33); %Et (SF: 8,19 + 1,88; SF-
W: 8,30 * 3,72), p<0,05 para todas as comparagdes]. O tratamento com 1400W
nos animais expostos a ovoalbumina reduziu a %Rt e %Et comparado aos

animais expostos a ovoalbumina e tratados com o veiculo do 1400W (p< 0,05).
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Figura 9. Valores da média e erro padrdo pés-desafio com OVA (porcentagem
de aumento), de resisténcia (A) e de elastancia (B) teciduais em cobaias
previamente expostas a sete inalagcbes com ovoalbumina ou soro fisiolégico
tratados ou ndo com 1400W. *p<0,05 comparado aos animais dos grupos SF e
SF-W, respectivamente; **p<0,05 comparado aos animais expostos a
ovoalbumina que receberam veiculo de 1400W (grupo OVA).
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4.3. ESTUDO MORFOMETRICO DO PARENQUIMA PULMONAR

4.3.1. AVALIACAO DE PROPORCAO DE ESTRUTURAS

Nao houve diferenca entre 0s grupos experimentais quanto a proporcao
de estruturas pulmonares (septo alveolar, vias aéreas e vasos sanguineos) nas
fatias de tecido pulmonar periférico. Considerando a proporcédo de estruturas
em cada grupo experimental estudado, nota-se que a proporcao de septo
alveolar (%) foi significativamente maior (= 90%) que a propor¢do de vias

aéreas e vasos sanguineos em todos os grupos (p<0,001 para todas as

comparacgoes).
GRUPOS Septo Alveolar | Vasos Sanguineos Vias Aéreas
SF 87,98 +1,29 8,82 + 0,77 2,54 + 4,31
OVA 87,52 + 2,59 9,77 £ 1,48 1,31 £3,29
SF-W 89,32 + 0,93 8,36 + 1,02 1,91 + 3,22
OVA-W 89,50 + 0,93 7,88 £ 0,66 2,51 + 3,27

Tabela 1. Proporcdo de estruturas de alvéolos, vasos e vias aéreas no
fragmento de tecido pulmonar periférico. Valores expressos em porcentagens
com média e erro padrao.
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4.3.2. AVALIACAO DA DENSIDADE DE EOSINOFILOS

A Figura 8 representa os valores da média e EP da densidade de
eosinodfilos no septo alveolar. Houve aumento na densidade de eosinéfilos nos
animais expostos a ovoalbumina (OVA: 9,91 + 0,47; OVA-W: 6,68 + 0,36
células/10*um?) quando comparados aos animais expostos a salina (SF: 2,55 +
0,39; SF-W: 3,65 + 0,42 células/10*um?, p<0,001). Em animais expostos &
ovoalbumina, o tratamento com 1400W reduziu o numero de eosindfilos no
septo alveolar comparado aqueles que receberam veiculo de 1400W
(p<0,001). Nao houve diferenca significativa entre os grupos expostos a

solucdo salina.

4.3.3. AVALIACAO DAS CELULAS PosITIVAS PARA INOS:

Considerando a expressao de iNOS em células inflamatérias (Figura
11), as cobaias expostas a ovoalbumina que receberam veiculo mostraram um
aumento nas células positivas para iNOS no septo alveolar (OVA: 19,38 + 1,21
células/10*um?) quando comparados aos animais expostos a solucdo salina
(SF: 9,96 + 0,51 células/10*um?, p<0,001). O tratamento com 1400W reduziu o
namero de células inflamatérias positivas para iINOS em animais expostos a
ovoalbumina (OVA-W: 8,74 + 1,36 células/10*um?) quando comparado aqueles
que receberam veiculo de 1400W (p<0,001). Nao houve diferenca nos animais

expostos a solucao salina.
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Figura 10. Valores de média e EP da densidade de eosindfilos em tecido
pulmonar de cobaias previamente expostas a sete inalacées com ovoalbumina
ou soro fisiolégico 0,9% (SF) e entdo tratados com 1400W ou veiculo (SF);
*p<0,001 comparado aos animais expostos a inalacdo com soro fisiolégico
(grupos SF e SF-W, respectivamente); **p<0,001 comparado aos animais

expostos a ovoalbumina que receberam veiculo de 1400W (grupo OVA).
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Figura 11. Valores de média e EP da quantidade de células positivas para
iINOS em tecido pulmonar de cobaias previamente expostos a ovoalbumina ou
soro fisiologico 0,9% (SF) e entdo tratados com 1400W ou veiculo (SF);
*p<0,001 comparado aos animais expostos ao soro fisioldgico; **p<0,001
comparado aos animais expostos a ovoalbumina que receberam veiculo de
1400W (grupo OVA).
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4.3.4. AVALIACAO DE FIBRAS COLAGENAS E ELASTICAS

A Figura 10 mostra o conteudo de fibras colagenas (painel A) e de fibras
elasticas (painel B) no septo alveolar. Houve um aumento, tanto no conteddo
de fibras colagenas (OVA: 16,84 * 0,67%) quanto no conteldo de fibras
elasticas (OVA: 14,16 = 0,56; OVA-W: 9,27 + 0,46%) no septo alveolar em
animais expostos a ovoalbumina comparativamente aos animais expostos ao
soro fisiolégico [Fibras colagenas (SF: 8,65 + 0,43%); Fibras elasticas (SF: 8,58
+ 0,47; SF-W: 7,49 * 0,46%), p<0,05 para todas as comparacdes]. Os animais
expostos a ovoalbumina que receberam tratamento com 1400W (OVA-W)
apresentaram menor quantidade de fibras colagenas (10,68 + 0,58%) e
elasticas (9,27 = 0,45%) no tecido periférico comparado aqueles que
receberam veiculo de 1400W (grupo OVA p<0,001). Nao houve diferenca nos

grupos expostos a salina.
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Figura 12. Valores de média e EP da proporcéo de volume de fibras colagenas
(A) e elasticas (B) em cobaias previamente expostas a ovoalbumina ou soro
fisiolégico 0,9% e tratados com 1400W ou nao (tratados com veiculo-soro
fisiolégico 0,9%); *p<0,05 comparado aos animais expostos a salina (grupos
SF e SF-W) e **p<0,001 comparado aos animais expostos a ovoalbumina que

receberam veiculo de 1400W (grupo OVA).
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4.3.5. AVALIACAO DA IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCAO DA ACTINA

A Figura 11 demonstra a propor¢cdo de volume de actina. Houve um
aumento no conteudo de actina do septo alveolar em animais expostos a
ovoalbumina (OVA: 8,93 + 0,43; OVA-W: 7,22 + 0,33%) comparado aos
animais expostos ao soro fisiolégico (SF: 6,91 + 0,36; SF-W: 6,23 + 3,33%,
p<0,05, respectivamente)(Figura 13). Os animais tratados com 1400W e
expostos a ovoalbumina (OVA-W) apresentaram uma menor quantidade de
actina no tecido periférico quando comparados aqueles que receberam veiculo
de 1400W (p<0,01). Nao houve diferenca significativa nos animais expostos a

salina.

4.3.6. AVALIACAO DA IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE 8-EPI-PGF2a

Os resultados da avaliacdo da expressdao de 8-epi-PGF2a estédo
mostrados na Figura 14. Observamos um aumento da expressao de 8-epi-
PGF2a no septo alveolar de cobaias expostas a ovoalbumina (OVA: 10,15 +
0,80%) comparativamente as expostas somente a solucdo salina (SF: 3,69 +
0,42%, p<0,001). O tratamento com 1400W reduziu esta resposta em animais
expostos a ovoalbumina (grupo OVA-W: 2,79 + 0,28%) comparado aos animais
expostos a ovoalbumina que receberam veiculo de 1400W (p<0,001). Nao

houve diferenca significativa nos animais expostos a solugéo salina.
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Figura 13. Valores de média e EP da proporcao de volume de actina em
cobaias previamente expostas a ovoalbumina ou soro fisiolégico (0,9%) e
tratados com 1400W ou nao (tratados com veiculo - soro fisiolégico 0,9%);
*p<0,05 comparado aos animais expostos com salina (grupos SF e SF-W,
respectivamente) e **p<0,01 comparado aos animais expostos a ovoalbumina

que receberam veiculo de 1400W (grupo OVA).
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Figura 14. Valores de média e EP da proporcao de volume de 8-epi-PGF2a no
septo alveolar de cobaias expostos a ovoalbumina ou soro fisiolégico e que
receberam tratamento com 1400W ou veiculo; *p<0,001 comparado aos
animais expostos ao soro fisiologico e **p<0,001 comparado aos animais
expostos a ovoalbumina que receberam veiculo de 1400W (grupo OVA).
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4.4. CARACTERIZACAO DAS ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS

A Figura 15 mostra fotomicrografias representativas de tecido pulmonar
periférico corados com LUNA para detecgdo de eosindfilos (Painéis A a C) e
submetidos a imunohistoquimica para detectar células inflamatérias positivas
para iINOS (Painéis D a F) e 8-epi-PGF2a (Painéis G a |) de cobaias que
receberam inalacées com soro fisiolégico (painéis A, D, G) ou ovoalbumina

recebendo veiculo (Painéis B, E, H) ou tratamento com 1400W (painéis C, F, ).

O tecido periférico de animais expostos a ovoalbumina apresentou uma
proeminente infiltragdo eosinofilica, incluindo células positivas para iNOS,
associado a um aumento na expressdao de 8-epi-PGF2o. Nas secdes
pulmonares de animais expostos cronicamente a ovoalbumina mas tratados
com 1400W observamos atenuacdo no infiltrado eosinofilico, reducdo no
namero de células inflamatérias positivas para iNOS, além de diminuicdo na

expressao de 8-epi-PGF2a no septo alveolar (Painéis A a F x1000; G a | x400).
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Figura 15. Amostras de tecido pulmonar periférico de cobaias obtidos dos

animais controle (painéis A, D, G) e animais expostos a ovalbumina que
receberam veiculo (B, E, H) ou foram tratados com 1400W (C, F, I). O grupo
controle mostra escasso numero de eosindfilos (A), de células inflamatérias
positivas para iINOS (D) e de positividade para 8-epi-PGF2a. Em contraste, o
parénquima pulmonar distal dos animais expostos a ovoalbumina e tratados
com veiculo mostram intensa infiltracdo eosinofilica (painel B) no septo
alveolar, incluindo aumento na expressao de células inflamatérias positivas
para iINOS (painel E) e do conteudo de tecido positivo para 8-epi-PGF2a (H)
(ver setas). O tratamento com 1400W nos animais expostos a ovoalbumina
reduziu todos estes parametros (Painéis C, F e I).
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A Figura 16 mostra fotomicrografias representativas de tecido periférico,
fixados com Picro-Sirius para detectar colageno (A a C), Resorcina-Fucsina de
Weigert para detectar fibras elasticas (D a F) e actina (G a 1), de cobaias que
receberam inalacbes com soro fisioldgico (painéis A, D e G) ou aquelas que
foram expostas repetidamente a ovoalbumina, recebendo veiculo (Painéis B, E

e H) ou tratamento com 1400W (painéis C, F e |).

O tecido periférico de animais expostos a ovoalbumina apresentou uma
intensa deposicao de fibras colagenas e elasticas no septo alveolar e um
aumento na densidade de actina. Nas secdes pulmonares de animais expostos
repetidamente a ovoalbumina, mas tratados com 1400W, observamos
atenuacdo do remodelamento da matriz extracelular caracterizado pela
diminuicdo do conteudo de fibras colagenas e elasticas e da densidade de

actina no septo alveolar (Painéis A a | x400).
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Figura 16. Amostras de tecido pulmonar periférico de cobaias obtidos dos

by

animais controle (painéis A, D, G) e animais expostos a ovoalbumina que
receberam veiculo (B, E, H) ou foram tratados com 1400W (C, F, I). O grupo
controle mostra pequeno conteudo de fibras colagenas, elasticas e de actina
nas secdes de tecido periférico, coincidente com a manutencdo da
histoarquitetura do septo alveolar. Em contraste, no parénquima pulmonar
distal dos animais expostos a ovoalbumina e tratados com veiculo observa-se
aumento no conteudo de fibras colagenas (C), elasticas (F) e actina (I) (ver
setas). O tratamento com 1400W nos animais expostos a ovoalbumina reduziu

todos estes parametros (Painéis C, F e I).
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4.5. CORRELAGCAO

Houve uma positiva e significativa correlacdo entre o numero de
células positivas para iINOS e %Rt (r=0,48, p<0,05), %Et (r=0,50, p<0,05), o
conteudo de fibras colagenas (r=0,53, p<0,05), o conteudo de fibras elasticas

(r=0,74, p<0,001) e a expressao de 8-epi-PGF2a (r=0,53, p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Embora muitos estudos demonstrem os efeitos do 6xido nitrico (NO)
na modulacdo de alteracdées funcionais e morfolégicas em vias aéreas
proximais e distais de asmaticos e em modelos experimentais de inflamacao
cronica pulmonar (Belvisi et al.,1991; Dupuy et al., 1992; Prado et al., 2006),
o papel do NO, particularmente da iINOS, na modulacao destas alteracoes

no parénquima pulmonar nao foi previamente descrito.

Assim, apesar da asma ser considerada uma doenga de vias aéreas,
a contribuicao das alteracdes do parénquima pulmonar na resposta asmatica
total é significativa (Montuschi et al.,1999; Dolhnikoff et al., 1999; Mauad et
al., 2004). Neste contexto, ha poucos anos atras, Kraft et al. (1996)
observaram a presenca de infiltracao eosinofilica alveolar em pacientes com
asma noturna. Além disso, o0 mesmo autor (Kraft, 1999) também sugeriu que
a melhora da fungdo pulmonar distal correlacionava com a melhora dos
sintomas da asma. Foi também demonstrado que ha ligagdes alveolares
anormais, com diminuicdo do conteudo de fibras elasticas no parénquima
pulmonar de pacientes que morreram por asma fatal (Mauad et al., 2004).
Coletivamente, estes dados sugerem que a resposta tecidual pulmonar tem

um importante papel na resposta contratil de humanos asmaticos.
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Considerando que a enzima O6xido nitrico sintase induzida (iNOS) foi
detectada em varias células inflamatérias incluindo macréfagos, neutréfilos
(Blackford et al., 1994), eosindfilos, mastécitos (Ferreira et al., 1998; Gilchrist
et al., 2002), fibroblastos pulmonares (Romanska et al., 2002) e células
epiteliais alveolares do tipo Il (Warner et al., 1995), as quais estdo presentes
no parénquima distal e envolvidas na fisiopatologia da asma bronquica,
torna-se relevante avaliar o papel da ativacdo desta isoenzima na
modulacdo das respostas morfofuncionais do parénquima pulmonar

decorrentes da presencga de um processo inflamatério crénico.

No presente estudo, demonstramos que a ativacao da iNOS contribui
para a potencializagdo das alteragdes inflamatérias e do remodelamento do
parénquima pulmonar em cobaias com inflamacdo pulmonar alérgica
cronica. O inibidor especifico para iINOS, 1400W, diminuiu a elastancia e a
resisténcia do tecido pulmonar, assim como a infiltracdo eosinofilica, o
conteudo de fibras colagenas e elasticas e a proporcao de volume de actina
no tecido pulmonar periférico. Até o presente momento, este estudo
forneceu a primeira evidéncia dos efeitos da inibigao da iINOS no
parénquima pulmonar distal em modelo de inflamacao alérgica crbnica
pulmonar. Além disso, o bloqueio especifico da INOS também reduziu a
expressao de 8-epi-PGF2a no septo alveolar, previamente aumentado pelas
repetidas exposicdes a ovalbumina. Este achados sugerem que, pelo menos
em parte, os efeitos do NO derivado da iINOS no parénquima pulmonar

dependem da ativagédo da via do estresse oxidativo.
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Varios autores tém demonstrado que o NO derivado das isoenzimas
constitutivas agem no ténus do mdusculo liso e que o NO derivado
principalmente da iNOS regula a resposta inflamatéria (Xiong et al., 1999, De
Sanctis et al., 1999). Neste sentido, estudando modelo de inflamacao
alérgica aguda em ratos, Eynott et al. (2002) observaram que a inibicao
especifica de INOS utilizando SC-51 (inibidor inespecifico das NO sintases)
reduziu a responsividade brénquica em valores proximos aos de animais

controle.

O 1400W (inibidor especifico da iINOS) apresenta uma seletividade in
vivo pelo menos 100 vezes maior que a de outros inibidores, como a
aminoguanidina (Garvey et al., 1997). Considerando que altas doses de
1400W (50 mg/kg i.p.) podem causar efeitos téxicos, como acometimento
cardiaco e neurologico, podendo levar ao 6bito, optamos por utilizar uma
dose menor (2 mg/kg i.p. por quatro dias), cuja eficacia terapéutica ja foi
previamente demonstrada (Prado et al., 2006). No presente estudo, foi
confirmada a eficacia deste protocolo, uma vez que houve reducdo no
namero de células positivas para iINOS no parénquima pulmonar dos

animais expostos a ovalbumina e que foram tratados com 1400W.

Ao avaliarmos as alteragdes pulmonares funcionais induzidas pela
inflamacado crénica, observamos que o tratamento com 1400W diminuiu
tanto a resposta de elastancia quanto de resisténcia em animais expostos a
ovalbumina, sugerindo que o NO derivado da iNOS contribui para o controle

da resposta constritora do parénquima pulmonar neste modelo experimental.
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E possivel que estes efeitos de atenuacdo das respostas de
elastancia e resisténcia tecidual decorram da interacdo entre varios fatores
como a diminuicdo da producao do NO derivado da iNOS, provavelmente
secundario a uma reducdo no numero de células positivas para iNOS,
atenuacgao das respostas do estresse oxidativo, assim como uma reducao no
namero de eosindfilos e do conteudo de actina no tecido pulmonar de

cobaias tratadas com 1400W.

A maneira pela qual a producédo do NO derivado da iNOS leva a uma
potencializacdo da mecanica tecidual pulmonar ainda nao esta totalmente
esclarecida, mas pode estar relacionada a potencializacao da producao de
peroxinitritos, que sao importantes agentes oxidantes formados pela
interacdo entre o NO e o superéxido. Os peroxinitritos contribuem para a
peroxidacao lipidica e a partir do acido araquidénico, sdo capazes de gerar
uma familia de isoprostanos, dentre eles os isémeros F2-isoprostano. A
maior utilidade dos F2-isoprostanos diz respeito a quantificagdo da
peroxidacéo lipidica e a condicao de estresse oxidante in vivo (Morrow et al.,

1994).

Além disso, os isoprostanos contribuem para a contracdo do musculo
liso, agindo por meio das enzimas tirosina quinase, Rho and Rho quinase
levando a diminuicdo da atividade da fosfatase de cadeia leve da miosina,
aumentando o nivel de miosina fosforilada de cadeia leve e,

consequentemente, a contracao (Janssen, 2001).
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Considerando que radicais livres podem ser formados a partir de
células inflamatérias que sdo ativadas nas vias aéreas de pacientes
asmaticos, a descoberta que o 8-epi-PGF2a atua na contragdo das vias
aéreas apresenta uma importancia fisiopatolégica relevante. Wood et al.
(2000) avaliaram o papel do 8-epi-PGF2a, como um marcador de estresse
oxidativo em criancas asmaticas, e demonstraram que niveis plasmaticos de
8-epi-PGF2a aumentavam de acordo com a gravidade clinica da doenca e

com o uso de corticdides inalatorios.

A familia E2 e D2-isoprostanos sao formados competitivamente com
F2-isoprostanos pelo mesmo mecanismo, sendo o anel E2-isoprostanos,
analogo ao 15-F2-isoprostano (ou 8-epi-PGF2a), além de apresentarem
propriedades biol6gicas muito similares ao mesmo. Ha ainda evidéncias de
que a formacdo do 8-epi-PGF2a é mais favorecida em relacdo aos seus
isbmeros (Morrow et al., 1990; 1994). Desta forma, optamos pela utilizagéo
de uma técnica imunohistoquimica para deteccao de 8-epi-PGF2a por ser
um dos principais marcadores bioquimicos de estresse oxidativo e um dos
principais membros da familia dos isoprostanos. Com o intuito de permitir
uma melhor correlacdo dos achados morfométricos com os funcionais,
utilizou-se para a analise imunohistoquimica 0 mesmo tecido pulmonar que
foi previamente submetido ao protocolo de avaliagio da mecanica
oscilatéria. Cabe ressaltar que o fato deste tecido ser submetido
previamente ao protocolo de avaliagdo da mecanica nao interfere na técnica

de imunohistoquimica, uma vez que a mesma avaliagdo no pulméo
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contralateral demonstrou resultados semelhantes aos obtidos no tecido
pulmonar utilizado neste trabalho, como previamente demonstrado por

Angeli et al., 2008, em nosso laboratorio.

O 8-epi-PGF2a tem sido detectado em todos os tecidos humanos e
fluidos biolégicos, sendo que no pulmdo tem sido investigado no lavado
broncoalveolar, no ar exalado, células epiteliais, macréfagos, masculo liso de
vasos e vias aéreas e no colageno pulmonar (Milne et al., 2008). Talati et al.
(2005) investigando o papel dos radicais livres em ratos submetidos a dieta
anti-oxidante, demonstrou um aumento da imunorreatividade ao 8-epi-
PGF2a nas células epiteliais das vias aéreas e em macréfagos pulmonares

nos animais sensibilizados quando comparados ao controle.

s

E interessante notar que houve uma diminuicdo significativa na
densidade de 8-epi-PGF2a no tecido pulmonar das cobaias expostas
repetidamente a ovoalbumina e tratadas com 1400W. Estes achados
corroboram o fato da producéao de NO derivado da iINOS aumentar a série de
reacdes quimicas do estresse oxidativo, o qual pode ter efeitos deletérios no

parénquima pulmonar, com repercussoées funcionais significativas.

Observamos que a inibicao especifica de INOS com 1400W reduziu o
recrutamento eosinofilico. Outros autores também ja mostraram que a
producédo de NO derivado da iNOS contribui para o recrutamento eosinofilico
nas vias aéreas. Xiong et al. (1999) usando um modelo de sensibilizacdo

com ovoalbumina demonstraram que a infiltracdo de células inflamatoérias,
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particularmente eosindéfilos, € significativamente menor em ratos
geneticamente modificados para nao expressarem a iNOS, que em ratos

normais.

Com o mesmo modelo animal usado no presente estudo,
demonstramos previamente, um aumento no numero de eosindfilos que
expressam tanto a 6xido nitrico sintase neuronal quanto a iNOS, ao redor
das vias aéreas dos animais sensibilizados. Observamos ainda que, neste
estudo, o tratamento com 1400W reduziu a responsividade das vias aéreas,
a infiltragcdo eosinofilica e o remodelamento extracelular induzido pela

inflamacao alérgica cronica (Prado et al., 2005, 2006).

Porém, outros estudos ndo foram capazes de detectar este efeito
(Koarai et al.,, 2002; Hickman-Davis et al., 2004). Eynott et al. (2002),
estudando ratos sensibilizados, apesar de observar um aumento na
hiperresponsividade, ndo conseguiram observar um efeito da inibicao
especifica de INOS, por meio de um inibidor inespecifico de NO sintase (SC-
51) no recrutamento de eosindfilos e linfocitos, notando apenas um efeito no

numero de neutroéfilos.

Entretanto, diante destes resultados aparentemente contraditorios,
devemos considerar a diferenca do tipo de inibidor utilizado, diferengas nos
protocolos experimentais e nas espécies animais utilizadas. Além disso,
estes resultados podem diferir em funcdo de efeitos dependentes da

concentracdo, fluxo e origem do NO, que podem influenciar a
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eosinofilopoiese, o recrutamento eosinofilico e a apoptose destas células.
Neste sentido, Taylor et al. (2003) sugerem que o NO possa ter efeitos tanto
apoptéticos como anti-apoptédticos e que estas respostas dependem da
concentracao do 6xido nitrico e também da célula produtora de origem. Além
disso, deve-se ressaltar que os efeitos no recrutamento celular podem ser
devidos a efeitos indiretos na producédo de outros mediadores inflamatérios

influenciados pelo 6xido nitrico.

Neste estudo, a avaliacdo do conteludo das fibras colagenas e
elasticas foi realizada para investigar o quanto a inibicao da iNOS, neste
modelo animal de inflamagédo tecidual pulmonar, afeta o remodelamento
pulmonar, particularmente no septo alveolar, uma vez que o depdésito destas
fibras sao caracteristicas importantes do processo de remodelamento
pulmonar observado em pacientes asmaticos (Dolhnikoff et al., 1999; Mauad
et al.,, 2004; Tagaya e Tamaoki, 2007). Observamos que 0s animais
expostos a ovalbumina apresentaram um aumento no conteudo de fibras
colagenas e elasticas no septo alveolar e o tratamento com o inibidor

especifico, 1400W, atenuou estas respostas.

Considerando a deposicao de fibras elasticas, uma possivel
explicagdo para a inibicao do conteudo de fibras elasticas no parénquima
pulmonar pode estar relacionada aos efeitos dos agentes oxidantes
derivados do estresse oxidativo, agindo como agente proé-elastolitico via

ativacao da elastase.
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Avaliando os efeitos de agentes oxidantes na atividade da elastase in
vitro, Cantor et al. (2006) sugerem que o peroxido de hidrogénio e outros
oxidantes derivados de células inflamatérias ou do meio ambiente, agem
como agentes primarios da quebra de fibras elasticas mediadas pela
elastase, aumentando a fase de ressintese, o que pode levar algumas
vezes, a uma organizacao morfolégica anormal com propriedades funcionais

anormais.

Observamos uma importante reducao na expressao de 8-epi-PGF-2a
nos animais expostos a ovoalbumina e tratados com 1400W quando
comparado com os animais nao tratados. Além disso, houve também uma
correlacdo positiva e significativa entre o conteudo de fibras elasticas e o
namero de células positivas para iNOS (r=0.735, p<0.001), assim como com
a proporcao de volume de 8-epi-PGF-2a (R=0.525, p<0.05) no parénquima

pulmonar.

Demonstramos que o tratamento com 1400W reduziu o conteudo de
fibras colagenas no tecido pulmonar de cobaias com inflamacao pulmonar
alérgica crbnica. De fato, observamos uma correlacao positiva e significativa
entre 0 numero de células positivas para INOS e o conteldo de fibras
colagenas no tecido pulmonar (r=0.528, p<0.05). O 6xido nitrico tem sido
investigado como um modulador da sintese de colageno agindo na via

dependente de cGMP (Perkins et al., 1998).
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Hsu et al. (2007) demonstraram que a inibicdo de iNOS pelo 1400W
em fibroblastos pulmonares reduz a fibrose pulmonar difusa induzida por
lipopolissacaridios em ratos, tendo, portanto, um papel no desenvolvimento
da fibrose pulmonar induzida pelo NO. Ha evidéncias de que a via
sinalizadora do NO aumenta a expressao de TGF-beta 1, TIMP-1 e HSP47
em fibroblastos pulmonares, que ativam coletivamente a cascata
sinalizadora SMAD, estimulando o processo de remodelamento. Prado et al.
(2006) também demonstraram que a inibicdo do NO pelo tratamento com

1400W reduziu o colageno extracelular nas vias aéreas.

Outros mecanismos podem também estar envolvidos nestas
respostas, como o aumento da biodisponibilidade da L-arginina para as
formas constitutivas produtoras de NO, quando os animais sao tratados com
inibidores de iINOS (Meurs et al.,, 2000), além dos efeitos do NO nas
metaloproteinases. Neste sentido, Hogaboam et al. (1998) observaram um
aumento na expressao dos receptores de quimiocinas (CCR2 e CCR3) e
supra-regulacdo das citocinas proé-fibréticas pulmonares (MCP-1 e MIP-1«)
em modelo de granuloma pulmonar nao fibrético em ratos pré-sensibilizados.
Estas citocinas impedem a sintese de metaloproteinases, as quais estao
envolvidas na clivagem das fibras colagenas. As alteracdes nas citocinas,
quimiocinas e no perfil pro-colageno podem ser devido a um efeito direto do
NO no fibroblasto pulmonar e fornecem um importante sinal da regulacéao da

atividade fibroblastica durante a evolugao da doenca pulmonar crénica.
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Finalmente, também observamos um aumento na proporcdao de
volume de actina no tecido pulmonar de cobaias submetidas a exposicoes
repetidas a ovalbumina. A inibicao da producédo de NO derivada da ativacao
da iNOS reduziu este conteudo. Embora ndo seja uma evidéncia direta, os
dados acima sugerem um efeito do NO derivado da iNOS, particularmente
nos miofibroblastos, que sdo uma das principais células responsaveis pela
producdo da matriz extracelular e pela contragdo do parénquima pulmonar

(Hogaboam et al.,1998; Hsu et al.; 2007).

Assim, os resultados obtidos neste estudo permitem inferir que a
INOS esta envolvida na fisiopatogenia da asma, corroborando com as
alteragdes funcionais, inflamatérias e de remodelamento de tecido pulmonar,
atuando pelo menos parcialmente via ativacdo do estresse oxidativo. A
relevancia deste estudo esta na elucidacao de mecanismos fisiopatologicos
presentes na asma bronquica e também na possivel contribuicdo com o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento clinico

destes pacientes.
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6. CONCLUSAO

Neste modelo de inflamacdo alérgica pulmonar crbénica induzida por

multiplas exposi¢des a ovoalbumina em cobaias foi possivel observar que:

1. O 6éxido nitrico derivado da ativacdo da iNOS esta envolvido na
constricdo do tecido pulmonar periférico, tanto em relagédo a
resisténcia quanto em relagao a elastancia tecidual;

2. O 6xido nitrico derivado da iINOS atua como modulador pré-
inflamatério, amplificando a inflamacao eosinofilica;

3. A amplificagdo do remodelamento pulmonar, particularmente a
deposicao de fibras colagenas e elasticas, tem o éxido nitrico
derivado da iNOS atuando como mediador pro-fibrético.

4. Os efeitos do 6xido nitrico derivado da iNOS amplificando as
alteracées do parénquima pulmonar podem ser, pelo menos em

parte, relacionados ao aumento do estresse oxidativo;
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