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RESUMO

A asma é definida como uma doenca crénica do sistema respiratorio, caracterizada
pela presenca de graus variaveis de inflamacéo crénica e remodelamento pulmonar,
tratada preferencialmente com uso regular de glicocorticoides inalatérios. Dentre as
classificacdes da doenca, a asma grave é aguela em que 0s pacientes apresentam
uma resposta reduzida ou néo respondem ao tratamento medicamentoso, e apesar
de compreender uma menor parcela de pacientes asmaticos (5-10%) é a que
oferece maior risco de morte em decorréncia da doenca. Sabendo que uma parcela
de pacientes asmaticos graves é refrataria a glicocorticoides e que a refratariedade
€ uma importante barreira no tratamento da asma, estudos direcionados a condi¢ao
de insensibilidade a glicocorticoides s&o necessarios. Entretanto, é essencial que se
desenvolvam modelos animais que mimetizem as caracteristicas comuns da asma
humana, para que seja possivel estudar os mecanismos relacionados a
fisiopatologia da doenca, além de elucidar os mecanismos envolvidos na
refratariedade a glicocorticoides. Deste modo, 0 objetivo deste trabalho foi estudar o
desenvolvimento da refratariedade a glicocorticoide em modelo de asma cronica.
Para inducdo dessa resposta inflamatoria alérgica, camundongos A/J machos foram
sensibilizados duas vezes com ovoalbumina (OVA) (50 ug/5mg de hidroxido de
aluminio) por via subcutanea, com uma semana de intervalo entre as
sensibilizacdes. ApoOs sete dias da ultima sensibilizagdo, os animais foram
desafiados com o mesmo alérgeno por instilacdo nasal (50 pg/25uL), 1 vez por
semana, durante 4 semanas (protocolo de asma sensivel a glicocorticoides) ou 9
semanas (protocolo de asma refrataria a glicocorticoides) seguidas. O tratamento
inalatério com budesonida (7,5 mg/mL) ocorreu a partir da terceira semana de
desafio, 1 hora antes de cada exposicdo a OVA, enquanto as analises foram
realizadas 24 h apds a ultima provocacao antigénica. Foram avaliados 0s seguintes
parametros: hiper-responsividade das vias aéreas, producdo de muco,
remodelamento tecidual, quantificacdo dos niveis das citocinas IL-4, IL-13, das
guimiocinas eotaxina-1 e eotaxina-2, atividade da enzima catalase (CAT) e
producédo de malondialdeido (MDA). Resultados: Os camundongos desafiados com
OVA apresentaram respostas de hiper-reatividade e remodelamento das vias
aéreas comparado com animais desafiados com salina, nos niveis de citocinas e
guimiocinas inflamatérias e MDA, além de apresentarem reducdo da atividade de
catalase, em ambos os protocolos avaliados. Os animais submetidos a condicdo de
4 provocacbes com alérgeno demonstraram sensibilidade ao tratamento com
budesonida. Em contrapartida, os animais que passaram por um maior nimero de
desafios antigénicos (9 semanas) tornaram-se resistentes ao tratamento com o
glicocorticoide. Em conjunto, estes resultados sugerem que o0s animais A/J
desenvolvem diversas caracteristicas da fisiopatologia da asma, e conforme vao
sendo desafiados se tornam refratarios ao tratamento com o glicocorticoide. Este
modelo experimental pode ser uma ferramenta importante para estudar os
mecanismos relacionados a resisténcia a glicocorticoide, além de poder ser utilizado
para a triagem de novos farmacos com potencial efeito anti-inflamatério para o
tratamento da asma grave refrataria a glicocorticoides.



Palavras-chave: Asma grave. Refratariedade. Glicocorticoides. Resisténcia a
esterdides. Modelos animais.
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ABSTRACT

Asthma is described as a chronic disease of the respiratory system, characterized by
the presence of varying degrees of chronic inflammation and lung remodeling,
preferably treated with regular use of inhaled glucocorticoids. Among the disease
classifications, severe asthma is one in which patients have a reduced response or
do not respond to glucocorticoid, and despite comprising a smaller portion of
asthmatic patients (5-10%), it is the one with the highest risk of death. Knowing that a
portion of severe asthmatic patients is refractory to glucocorticoids and that
refractoriness is an important barrier asthma treatment, studies directed to
glucocorticoid insensitivity condition are necessary. However, it is essential to
develop animal models that mimic the common features of human asthma, so that is
possible to study the mechanisms related to the pathophysiology of the disease, in
addition to elucidating the mechanisms involved in glucocorticoid refractoriness.
Thus, the objective of this work was to study the development of glucocorticoid
refractoriness in a model of chronic asthma. To induce this allergic response, A/J
mice were sensitized twice with ovalbumin (OVA) (50 pg/5mg aluminum hydroxide)
subcutaneously, with a one-week interval between sensitizations. Seven days after
the last sensitization, the animals were challenged with the same allergen by nasal
instillation (50 ug/25uL), once a week, for 4 weeks (glucocorticoid-sensitive asthma
protocol) or 9 weeks (glucocorticoid-refractory asthma protocol) followed. Inhaled
treatment with budesonide (7.5 mg/mL) occurred from the third week of challenge, 1
hour before each OVA exposure, while the analyzes were performed 24 h after the
last antigenic challenge. The following parameters were evaluated: airway
hyperresponsiveness, mucus production, tissue remodeling, quantification of
cytokines (IL-4, IL-13) and chemokines (eotaxin-1 and eotaxin-2) levels, the, activity
of the catalase enzyme (CAT) and malondialdehyde (MDA) production. Results: Mice
challenged with OVA showed hyperreactivity and airway remodeling responses
compared to animals challenged with saline, levels of inflammatory cytokines and
chemokines and MDA, in addition to showing reduced catalase activity, in both
protocols evaluated. Animals subjected to 4 allergen challenge condition
demonstrated sensitivity to budesonide treatment. In contrast, animals that
underwent a greater number of antigenic challenges (9 weeks) became resistant to
glucocorticoid treatment. Taken together, these results suggest that A/J mice develop
several features of asthma pathophysiology, and as they are challenged, they
become refractory to glucocorticoid treatment. This experimental model may be an
important tool to study glucocorticoid resistance mechanisms, in addition to being
able to be used to screen new drugs with potential anti-inflammatory effects for the
treatment of glucocorticoid-refractory severe asthma.

Keywords: Severe asthma. Refractoriness. Glucocorticoids. Steroid resistance.
Animal models.
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1 INTRODUCAO
1.1 ASMA

Segundo definicdo publicada na atualizacdo de 2021 na Estratégia Global de
Gestao e Prevencao da Asma pela Global Initiative National of Asthma (GINA), a
asma é descrita como uma doenca inflamatdria cronica das vias aéreas em que 0s
episodios sintomaticos compreendem sibilo, falta de ar, aperto no peito e tosse. Ha
ainda a exibicdo de variacdo ao longo do tempo e em intensidade para essas
caracteristicas clinicas. Esses sinais vém acompanhados por limitacao variavel do
fluxo aéreo expiratério (GINA, 2021).

Tradicionalmente a doenca € caracterizada pela presenca de um processo
inflamatorio nos pulmdes que é modulado pela intensa presenca de citocinas,
guimiocinas e fatores de crescimento, sendo a cronicidade desses eventos
responsavel por desencadear mudancas estruturais no pulméao cujas alteracdes séao
conhecidas como remodelamento das vias aéreas. Essas mudancas que ocorrem
nas paredes e na luz da arvore traqueobroénquica contribuem negativamente com
hiper-responsividade das vias aéreas (AHR) e obstrucdo (as vezes reversivel) do
fluxo aéreo, conduzindo no consequente declinio da funcdo pulmonar (MACHADO,
2012; TANG et al., 2006).

Existem maiores chances de desenvolvimento da asma e de sua gravidade
em individuos com predisposicdo genética combinada a fatores ambientais. Desse
somatério é esperado uma ampla variedade de condicbes ocasionando na
instauracdo da patogénese da asma, permitindo a essa doenca respiratdria exibir
um perfil de heterogeneidade fenotipica (WENZEL, 2012). Tendo em vista a
complexidade dos fatores envolvidos, a reducdo da funcdo pulmonar pode ser
gerada de inumeras formas como por exposicdo a poluentes atmosféricos,
exposicao ativa e passiva a fumaca de cigarro, exposicdo a alérgenos ou irritantes
ou, ainda, provocados por desencadeantes, como infeccdes virais, presenca de
comorbidades (obesidade), realizacdo de exercicios, exposicdo a certos
medicamentos (AAS ou outros AINES) e varios outros. Somado a isso, O
desenvolvimento da asma também pode ir de encontro a fatores de natureza
biolégica, como idade e sexo do individuo (HOLGATE et al., 2015; KIM; UMETSU;
DEKRUYFF, 2016)

A predisposicdo genética a hipersensibilidade alérgica € uma condi¢ao
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manifestada por individuos atépicos, isto €, individuos cuja tendéncia aponta para
uma sensibilizacdo em resposta a exposicdo a alérgenos ambientais comuns e a
producéo de imunoglobulina E (IgE) especifica subsequentemente (KER; HARTERT,
2009). Por essa razdo, a presenca de atopia torna esse grupo Ssujeito ao
desenvolvimento de doencas alérgicas como a asma, sendo clinicamente fenotipada
como asma alérgica por envolver niveis elevados de IgE (BORTOLOZZO, 2015;
GINA, 2021). Existem outros fendtipos para a doenca, porém o fendtipo classico
para a asma é reportado através desse, em razao de sua maior prevaléncia. A asma
pode também ser dividida em dois subfendtipos principais, sdo eles: asma alérgica
(perfil Th2) e asma néo alérgica (ndo Th2). Os dois grupos relacionam-se com
ativacao de linfocitos ThO, se distinguindo apenas pelo perfil de diferenciacdo desses
linfocitos e das citocinas envolvidas no processo. A diferenciagdo em asma alérgica
resulta na presenca de linfécitos Th2 e consequente secrecéo de citocinas tipo 2 por
esses leucocitos. Porém, caso a célula T naive se diferencie em linfécitos Thl ou
Th17 sera induzido em um perfil de inflamacéao neutrofilico decorrente da expressao
de citocinas Thl e Th17 (KUDO; ISHIGATSUBO; AOKI, 2013; MACHADO, 2012).

A expressao do subtipo celular que mediara a inflamacéo esta relacionada a
gravidade da doenca. Portanto, apesar da patogénese da asma leve a moderada ser
marcada pela presenca de linfocitos T de perfil Th2 a medida que a doenca se torna
mais grave um subconjunto de células T CD4+ sdo recrutadas, sendo estas
apropriadamente representadas pelos linfécitos T de perfil Thl/ Thl7 (HOLGATE,
2008; NEWCOMB; PEEBLES JR, 2013).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

A asma representa uma importante doenca das vias aéreas, devido a sua
cronicidade, complexidade envolvida e o fato de acometer individuos em todas as
partes do mundo e em todas as faixas etarias. Segundo dados recentes levantados
pelo estudo Global Burden of Disease (GRD), a asma afeta aproximadamente mais
de 330 milhBes de pessoas em todo o mundo, correspondendo globalmente a uma
prevaléncia entre 1 e 18% entre os habitantes nos diferentes paises (GINA, 2021;
GAN, 2018).

De acordo com as diretrizes da European Respiratory Society/ American

Thoracic Society a asma grave exibe uma prevaléncia estimada em 5 a 10% do
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namero total de individuos asmaticos (CHUNG et al., 2014). A doenca em sua forma
grave é definida como aquela cuja demanda engloba a administracdo de médias e
altas doses do tratamento com corticosterdides inalatérios (ICS) associado a um
segundo medicamento de controle (e/ou corticosterdides orais em dose baixa) de
forma a se evitar que a asma se torne nao controlada ou que permaneca sob
descontrole mesmo na utilizacdo da terapia. Esses pacientes asmaticos portadores
de asma grave sdo conhecidos devido a resposta incompleta ao tratamento de
comorbidades e da apresentagdo da condicdo de refratariedade aos
corticosteroides, a chamada asma grave refrataria (CONITEC, 2021; LAGO; VALE;
GODOQY, 2020).

As estimativas sugerem a persisténcia da mortalidade para a asma. Em 2016,
cerca de 420.000 obitos ocorreram em decorréncia da doenca, representando, por
dia, mais de 1.000 mortes (GAN, 2018). No Brasil, somente em 2013 foram
notificados 2.047 6bitos, acompanhado de 129.728 internac¢des (PIZZICHINI et al.,
2020). Adicionalmente, com as informacdes extraidas do Departamento de
Informéatica do Sistema Unico de Salde (Datasus) para os anos de 2019 e 2020, foi
demonstrada uma diminuicdo do numero de 6bitos e de hospitalizagcbes por asma.
Para esses dois ultimos anos os falecimentos ficaram na ordem de 773 e as
internacdes com 127.899 de abrangéncia. Essa diminuicdo € justificada pelo maior
acesso que os individuos tém ao tratamento nos dias atuais. Entretanto,
contrariando essa tendéncia, a taxa de mortalidade subiu de 52% para 60%
comparando o ano de 2013 com os dois anos mais recentes (DATASUS, 2021). Em
um estudo mais espacado temporalmente, Brito (2018) demonstrou que a asma €
responsavel por causar, em meédia, 2.339 mortes, comprovando que por dia,

aproximadamente 6 pessoas morrem em razao da doenca.
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1.3 FISIOPATOLOGIA DA ASMA

1.3.1 Inflamacé&o das vias aéreas

A exposicdo de um individuo predisposto a um alérgeno e/ou irritantes
transportados no ar desencadeia o processo inflamatério. Esses antigenos
ambientais sdo normalmente indcuos, ou seja, sdo bem tolerados pela maioria das
pessoas. Entretanto, quando esse primeiro contato € feito por um individuo atépico
dirige-se a um estagio denominado como sensibilizacdo alérgica (GRAMMATIKOS,
2008).

Para que esse processo inicial obtenha éxito, certos tipos leucocitarios sao
necessarios, sendo, portanto, crucial a participacdo de células dendriticas (CDs) e
linfécitos T (HOLGATE et al., 2015). As células dendriticas sédo também conhecidas
como células apresentadoras de antigeno (APCs), estando essa populacao
especializada em apresentacdo de antigenos situada no epitélio das vias aéreas e
na mucosa subjacente. O alérgeno inalado ao acessar tais compartimentos €
capturado por células dendriticas e uma vez em seu interior ele é processado em
peptideos antigénicos menores adequados para ser expressos na superficie da APC
complexados a moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe Il (KUDO; ISHIGATSUBO; AOKI, 2013; VUOLO, 2016).

As células dendriticas imaturas sofrem ativacao apés a captacao do antigeno,
estando aptas a deixar o epitélio a partir desse momento. Desta forma, ocorre a
migracao dessas células para os ganglios linfaticos e apresentacdo subsequente do
alérgeno processado (epitopo) aos receptores de células T CD4+ naive (ThO) via
MHC de classe Il. Essa sinalizacdo permite que as células T sejam ativadas,
havendo polarizacdo para um perfil de resposta Th2, sendo isso possivel pela
participacédo de IL-4 (BUC et al., 2009). Parte das células T helper tipo 2 ativadas
migram para o foliculo da célula B, sendo secretados nesse microambiente citocinas
de perfil Th2 (IL-4 e IL-13), associado a expressdo de uma molécula co-estimulatéria
em sua superficie, o chamado CD40L. Essa molécula é ligante do CD40 expresso
na superficie de células B. A mudanca da classe de linfécitos B para producéo de
Imunoglobulina E (IgE) é sinalizada através dessa ligagédo, estando as interleucinas
IL-4 e IL-13 igualmente envolvidas nesse processo (GRAMMATIKOS, 2008). Os
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anticorpos especificos produzidos no foliculo de célula B s&o liberados na
circulagédo, ligando-se aos receptores de alta afinidade (FceRI) encontrados na
superficie de mastdcitos teciduais e basdfilos circulantes, sensibilizando essas
células efetoras (FELTON et al., 2014; GALLI; TSAI, 2012; KUDO; ISHIGATSUBO,;
AOKI, 2013; TREVOR; DESHANE, 2014).

Figura 1 — Processo inflamatdrio encontrado nos pulmdes
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Fonte: adaptado de KUBO (2017).

A inflamacdo das vias aéreas na asma transcorre em duas etapas. A fase
inicial, também conhecida como reacdo de hipersensibilidade imediata, € iniciada em
funcdo da exposicdo adicional ao alérgeno especifico. Essa fase costuma durar
entre 5 a 90 minutos, sendo marcada pela ativacdo de células efetoras através da
ligacdo cruzada do alérgeno ao complexo IgE-FceRI acoplado na membrana de
mastocitos e basofilos. A resposta a essa ligacdo é a desgranulacdo dos granulos
citoplasmaticos dessas células, os quais armazenam importantes mediadores
inflamatdrios (KOMI; WOHRL; BIELORY, 2019). A resposta inflamatéria nas vias
respiratérias inferiores por esses produtos biologicamente ativos é caracterizada por
causar broncoconstricdo, aumento da secrecdo de muco, aumento da

permeabilidade vascular e vasodilatacdo local. A histamina, prostaglandina e
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leucotrienos sdo alguns dos mediadores responsaveis por orquestrar esses eventos.
ApoOs terminado esse periodo imediato, a fase tardia € iniciada, sendo esta
verificavel ao longo das 3 a 12 horas seguintes (HOLGATE et al., 2015). Nessa fase
ocorrem recrutamento e ativagcdo de mais leucdcitos, especialmente eosindfilos,
sendo o influxo dessas células favorecido pela presenca de eotaxinas e IL-5. O
remodelamento das vias aéreas e hiper-responsividade também é verificado, sendo
consequéncia da resposta inflamatéria gerada pela presenca de citocinas Th2
liberadas por mastdcitos e linfécitos T helper tipo 2 (BARNES, 2008; BROWN;
WILSON; METCALFE, 2007; GALLI; TSAI, 2012).

As vias aéreas asmaticas apresentam acumulo de células inflamatérias em
razdo do envolvimento dessas com o processo inflamatério gerado. Dentre essas,
algumas se destacam por serem fontes de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS), sendo isso verificado para neutrofilos e eosinofilos principalmente
(RAHMAN; BISWAS; KODE, 2006).

Naturalmente, o epitélio pulmonar € frequentemente exposto a espécies
reativas. Essa exposicdo por sua vez é caracteristica de um metabolismo normal,
tendo em vista que os reativos expressos ndo atuam lesionando células e tecidos de
maneira continua pela existéncia de um equilibrio redox no organismo ocasionado
pelo envolvimento de espécies antioxidantes. Contudo, o quadro inflamatério crénico
gerado pela doenca é marcado por uma superproducdo de espécies reativas em
concordancia com o infiltrado de células encontrado nas vias respiratorias inferiores.
Por esse motivo, as defesas antioxidantes serdo encontradas, em algum momento,
sobrecarregadas de espécies reativas, desencadeando em um desequilibrio entre os
mecanismos de defesa antioxidante e a producdo de espécies pro-oxidantes
(COMHAIR; ERZURUM, 2010; SAHINER et al., 2011). Esse desbalanco provocado
€ conhecido como estresse oxidativo, sendo causador de graves efeitos citotdxicos
como a morte celular, além de lesdo tecidual que acaba contribuindo com o
remodelamento das vias aéreas (CHO; MOON, 2010). A presenca de niveis
aumentados de ROS e RNS na expectoracdo de um paciente asmatico esta também
relacionada a aumento da secrecdo de muco, permeabilidade epitelial e contracéo
do musculo liso brénquico (ROGERS; CISMOWSKI, 2018).

Para lidar com os radicais livres o organismo tem a sua disposicdo um
sistema de defesa constituido de antioxidantes. A linha de defesa enzimatica é

composta principalmente de superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
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glutationa peroxidase (GPx), sendo também observado ativacdo de fatores de
transcricdo como outra importante forma de defesa antioxidante, como visto para o
fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2). Esse Ultimo em situacfes de estresse
oxidativo induzira a transcricdo génica de diversas moléculas e enzimas com efeitos
antioxidantes e citoprotetores aos pulmdes (COMHAIR; ERZURUM, 2010;
RAHMAN; BISWAS; KODE, 2006).

1.3.2 Remodelamento das vias aéreas

O epitélio das vias aéreas exibe funcdo de barreira fisica, servindo como
interface entre o ambiente externo e o tecido pulmonar. Entretanto, 0 processo
inflamatorio em andamento na asma acaba comprometendo a integridade dessa
barreira epitelial, sujeitando as vias aéreas a alteragdes estruturais importantes.
Aléem da lesdo epitelial, outras alteracbes também sdo descritas, sendo elas:
metaplasia e hiperplasia de células caliciformes e das glandulas submucosas
(aumento da producdo de muco), hiperplasia e hipertrofia do musculo liso,
espessamento da membrana basal (fibrose subepitelial) e aumento da
vascularizacdo das vias aéreas. Essas modificacbes estruturais sobre as
propriedades normais do tecido sdo apropriadamente conhecidas por
remodelamento das vias aéreas (BERGERON; TULIC; HAMID, 2010; GIRODET et
al., 2011; HIROTA; MARTIN, 2013)

A resposta inflamatoria induzida por alérgenos inalantes € marcada pela
presenca de importantes mediadores envolvidos na remodelacdo. Um dos
mediadores liberados pelas células epiteliais e por células infiltrantes, principalmente
eosindfilos, é o fator de crescimento transformador B (TGF-B), tendo notavel efeito
na ativacdo de fibroblastos que irdo desencadear em aumento da producdo de
matriz extracelular (MEC). Deve-se levar em consideracdo que os fibroblastos se
diferenciam em miofibroblastos que promovem secrecdo de proteinas existentes na
matriz, como colageno e fibronectina (MICHALIK et al., 2018). Esse fator de
crescimento provoca a inibicdo da sintese de metaloproteases de matriz (MMPS) por
favorecerem a formacdo de proteinas designadas a inibicdo dessas enzimas de
degradacédo, os chamados inibidores de tecido de metaloproteases de matriz

(TIMPs). Uma maior razdo de inibidores de proteases sobre proteases dirige o
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equilibrio em direcdo ao aumento da deposicdo de matriz podendo desencadear
fibrose pulmonar (TANG et al., 2006).

O espessamento das paredes das vias respiratorias e o estreitamento do
[limen sé&o resultados do processo de remodelamento. A diferenciacdo fenotipica
das células epiteliais, células musculares lisas e fibroblastos provoca alteracdes na
arquitetura pulmonar que contribui para o estabelecimento do quadro clinico
asmatico, que nesse primeiro momento € representado pela dificuldade respiratéria.
Existindo aqui a aquisicao de um fendtipo contrétil e produtor de coladgeno observado
para os fibroblastos na sua diferenciacdo em miofibroblastos. Outra diferenciacao
fenotipica importante para o remodelamento é visualizada também, havendo
modulacao desta pelos produtos da via Th2. Logo, interleucinas como IL-4, IL-9 e IL-
13 direcionardo a diferenciacdo de células epiteliais para a de células caliciformes,
exibindo acdo tanto para a hiperplasia de células caliciformes como para a
expressdo do gene da mucina, permitindo o aparecimento de mais células
produtoras de muco e a deposicao deste produto sobre as vias aéreas. Comentarios
também sao levantados sobre as células musculares lisas diminuirem a expressao
para proteinas contrateis visando a aquisicdo de uma capacidade proliferativa, no

entanto essa questdo ainda permanece controversa (TANG et al., 2006).

1.4 TERAPIA DA ASMA

A asma é descrita como uma enfermidade incuravel, sendo o0 seu manejo
concentrado na reducédo da inflamacéo das vias aéreas por meio do uso regular de
tratamento destinado a prevencdo e no alivio dos sintomas para quando houver
estreitamento da luz das vias aéreas (NICE, 2017).

Essa inflamacdo cronica existente nas vias aéreas asmaticas pode ser
suprimida na maioria dos casos pela administracdo de agentes anti-inflamatérios
esteroides inalatérios, e, devido a atividade desempenhada por esses farmacos, 0s
corticosterdéides inalatérios (ICS) sao reconhecidos como medicamentos de controle
base para a terapia, ja que sdo extremamente eficazes na reducdo da inflamacéo,
com consequente melhora da funcdo pulmonar, culminando no controle dos
sintomas e diminuicdo dos riscos do aparecimento de exacerbacdes futuras
(CONITEC, 2021). Para pacientes com sintomas menos frequentes (duas vezes por

semana ou menos) o uso de ICS como controlador diario também acontece por ele



24

permitir com que seja reduzida a utilizacdo de (32-agonistas de curta acao (short-
acting 32-agonists — SABAS), sendo esse ultimo usado frequentemente no manejo
inicial para proporcionar alivio dos sintomas (GINA, 2021). Admite-se preferéncia
pela via inalatéria por esta levar a maior efeito local, diminuindo a necessidade de
utilizacdo de maiores doses do medicamento para o efeito benéfico ser alcancado.
Inclusive, a adogdo de uma menor dose relaciona-se a uma menor incidéncia de
efeitos adversos sistémicos, ja que baixas concentracdes do farmaco alcancarédo a
corrente sanguinea (TATTERSFIELD et al., 2002).

Entretanto, conforme é dado o agravamento da doenca, 0s sintomas passam
a nao ser mais controlados por baixas doses de ICS. Nesse momento, torna-se
indispensavel para uma boa efetividade a associacdo de broncodilatadores [2-
agonistas de longa duracao (long-acting B2-agonists — LABAS) a terapia (CAMPOS;
CAMARGOS, 2012). Os B2-agonistas levam a uma melhora na obstru¢do do fluxo
aéreo, sendo preconizado a combinacao de ICS + LABA por essa permitir trazer no
melhor controle da asma, tendo em vista o potencial efeito anti-inflamatorio
alcancado pelo sinergismo existente entre esses dois medicamentos (CONITEC,
2021).

Apesar da associacdo de ICS + LABA ser frequentemente utilizada para
tratamento da asma moderada e grave, estagios mais criticos passarao a exigir uma
segunda linha de broncodilatadores sendo entdo utilizados antagonistas
muscarinicos de longa acdo (long-acting muscarinic antagonists — LAMAS). Se
mesmo assim o descontrole dos sintomas for observado séo adotadas doses baixas
de glicocorticoides orais para conter a forma mais grave da doenca, no entanto essa
escolha acaba corroborando com uma maior ocorréncia de efeitos adversos (GINA,
2021). Na auséncia de respostas as intervencdes prescritas, 0os pacientes com asma
de dificil tratamento precisardo passar por fenotipagem para que seja avaliada a
insercdo de uma terapia complementar, esta devidamente representada pela
inclusdo de imunobiolégicos. Portanto, havendo constatacdo de um fendtipo
inflamatorio o tratamento podera ser realizado com anticorpo anti-lmunoglobulina E
(omalizumabe) ou anti IL-5 (mepolizumabe), respectivamente aplicados em quadros
graves de asma alérgica e eosinofilica. Entretanto, maiores custos serdo observados
com a adogédo dessas terapias (CONITEC, 2021).

Nesse cenario onde a asma grave € inserida € possivel que certos pacientes

sequer respondam aos glicocorticoides, sendo a auséncia dos efeitos anti-
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inflamatérios gerados por essa classe comuns ao quadro de asma refratéria a
glicocorticoides (ADCOCK; BARNES, 2008).

Tabela 1 — Etapas de tratamento da asma

TRATAMENTO PREFERENCIAL:
ETAPAS | - I Dose baixa de ICS + FORM de resgate
ou Dose baixa de ICS + SABA de resgate

TRATAMENTO PREFERENCIAL:
Dose baixa de ICS + LABA

ETAPA I

TRATAMENTO PREFERENCIAL:
Dose média de ICS + LABA

ETAPA IV

TRATAMENTO PREFERENCIAL:
Dose alta de ICS + LABA
OUTRAS OPCOES: Adicionar LAMA

Adicionar CO em dose baixa
ETAPA V

Fenotipar: anti-IgE (associar omalizumabe em caso de asma alérgica
grave) / anti-IL-5 (associar mepolizumabe em caso de asma eosinofilica

grave)

ICS: corticosteroides inalatérios; FORM: formoterol; SABA: broncodilatador (32-agonista de curta acéo;
LABA: broncodilatador B2-agonistas de longa duracdo; LAMA: broncodilatador antagonista muscarinico
de longa acdo; Anti-IgE: anti-Imunoglobulina E; Anti-IL5: anti-Interleucina-5; CO: corticosteroide oral.
Fonte: Elaboracédo prépria baseada no Relatério de recomendacéo: Protocolos Clinicos e Diretrizes

Terapéuticas da Asma, Conitec (2021).

1.4.1 Glicocorticoides

Os glicocorticoides (GC) sao também chamados horménios esterdides por
serem moléculas derivadas do metabolismo do colesterol (WILLIAMS, 2018). Esses
medicamentos anti-inflamatérios esteroidais sdo frequentemente prescritos para o
tratamento de diversas doencas inflamatorias cronicas, como a asma, doenca

inflamatéria intestinal e artrite reumatbide, ja que conseguem suprimir
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significativamente a resposta inflamatoria (INGAWALE; MANDLIK; PATEL, 2015;
KEENAN et al., 2012).

A acdo dos glicocorticoides é baseada em dois diferentes mecanismos
moleculares, sdo eles: os mecanismos ndo genémicos e gendmicos, este Ultimo se
divide ainda na chamada transativacdo génica (aumento da expressdo de genes
anti-inflamatorios) e transrepressao génica (diminuicdo de genes pro-inflamatérios)
(KEENAN et al., 2012). A atuacado dos glicocorticoides na transcricdo dos genes é
dependente da ligacdo do farmaco a proteinas receptoras especificas, denominadas
receptores de glicocorticoides (GR). Para que essa interacdo ocorra, apés
administrado, o glicocorticoide serd conduzido até o interior das células através de
sua difuséo pela membrana plasmatica, permitindo a realizacdo de uma ligagdo com
0 receptor intracelular de glicocorticoides. Com a formagdo do complexo
glicocorticoide-GR o0 receptor € ativado e a sua conformacgéo alterada, provocando
sua dissociacdo das proteinas chaperonas que na auséncia de ligantes formavam
um complexo citoplasmatico com esse receptor. Em seguida, visando exercer seus
efeitos moleculares o complexo sofre homodimerizacao e é translocado até o nucleo
pela ajuda de proteinas de importacdo nuclear (importina-a, importina-7 e importina-
13) (BARNES, 2016). No nucleo, o complexo glicocorticoide-GR passa a fazer
ligacdo com sequéncias especificas do DNA, os chamados elementos responsivos
aos glicocorticoides (GRE) (ADCOCK; CARAMORI; KIRKHAN, 2012; BRUNTON,
2012). A interacdo do dimero GR ativado ao GRE permite recrutar moléculas co-
ativadoras da transcricdo como o fator ativador p300/CBP (pCAF), coativador do
receptor de glicocorticoides-2 (SRC-2) e a proteina de ligacdo ao elemento de
resposta do AMPc (CBP) que irdo conduzir no disparo para a acetilacdo das
histonas ja que apresentam atividade para a enzima histona acetiltransferase (HAT)
assegurando, desta forma, a transcricdo de genes anti-inflamatérios. Esse

mecanismo molecular € denominado transativacdo (BARNES, 2006).
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Figura 2 — Mecanismo de acao dos glicocorticoides através do processo de transativacéo génica.
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Fonte: adaptado de BARNES (2011).

Como demonstrado na figura acima, parte da atuacdo dos glicocorticoides é
dependente de uma maior expressdo de proteinas anti-inflamatorias, sendo a
transcricdo desses genes dependente da atividade da enzima HAT. Tal enzima
utiliza o DNA como substrato permitindo trazer em sua exposicdo, ja que em
repouso o DNA é encontrado enovelado em torno de proteinas especiais (histonas),
porém na promocao da acetilacdo das histonas a estrutura passa por um processo
de desenrolamento. Com a estrutura aberta, os fatores de transcricdo estao aptos a
se ligar em regides alvo, permitindo levar a sintese de proteinas anti-inflamatérias
(BARNES, 2006).

Adicionalmente, o glicocorticoide pode favorecer a condensacdo do DNA para
gue a transcricdo de proteinas pré-inflamatérias seja reduzida. Aqui, 0 processo é
mediado pela enzima histona desacetilase-2 (HDAC-2) sendo a sua participacao
necessaria para essa regulacdo (BARNES, 2011), ja que levara na inibicdo da HAT.

Como resultado desse DNA enrolado, o acesso de moléculas co-ativadoras a
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sequéncias especificas para transcricdo de proteinas pro-inflamatérias é reduzido,
favorecendo o mecanismo molecular de transrepressao, reprimindo, deste modo, a

transcricdo de genes pro-inflamatérios (Figura 3) (KEENAN et al., 2012).

Figura 3 — Mecanismo de acao dos glicocorticoides através do processo de transrepressao génica.
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Fonte: Adaptado de BARNES (2011).

Sabe-se, atualmente, que os processos de acetilacdo e desacetilacdo das
histonas sdo mecanismos de acdo importantes para os glicocorticoides, abrindo
expectativas para que 0S mecanismos moleculares associados a resisténcia a
glicocorticoides sejam melhor compreendidos. Por esse motivo, estdo surgindo
investigacbes em cada uma dessas fases, visando a verificacdo do provavel
envolvimento sobre a condicdo de refratariedade a glicocorticoides comum a
algumas doencas, incluindo a asma (DURHAM; WIEGMAN; ADCOCK, 2011).

1.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS GLICOCORTICOIDES

Pacientes com asma grave necessitam da administracéo de doses mais altas

de corticosteroides inalatorios e, em seguida, dos corticosteroides sistémicos para
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gue seja possivel controlar a doenca. Isso ocorre devido os asmaticos inseridos
nesse grupo, de maneira contraria aos pacientes com asma leve a moderada,
exibirem uma resposta pobre aos glicocorticoides. Esta condicdo sinaliza que a
modalidade grave da inflamacdo asmatica é relativamente resistente aos efeitos
anti-inflamatoérios dos glicocorticoides. A completa resisténcia, também nomeada
como insensibilidade, define os asméticos como esteroide-resistentes (BARNES,
2013; LEWIS et al., 2021).

Embora a gravidade do quadro esteja associada a resisténcia a corticoterapia,
a eficacia da intervencao também é limitada nos pacientes com tratamento de longo
prazo com anti-inflamatorios esteroidais. Como os efeitos adversos desse tratamento
podem ser graves 0 bastante para afetar a terapia é esperado uma sensibilidade
reduzida e, na sua evolugcdo, a nao responsividade aos esteroides
(RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2013). Visando justificar essa resposta terapéutica
inadequada, diversos mecanismos moleculares subjacentes as acdes dos
glicocorticoides foram elucidados, podendo ser atribuido a anormalidades genéticas
em GRs, expressao reduzida de GR-qa, diminuicdo da afinidade de GR pelo ligante,
reducdo da translocacdo nuclear de GR devido a expansao da fosforilagdo por
guinases (p38 MAPK e JNK), expresséao e atividade de HDAC-2 reduzida, aumento
da expressdo de GR-B, expressdo aumentada de fatores de transcricdo pro-
inflamatorios (FTs: NF-kB e AP-1) e reducdo no numero de células T regulatérias
(HENDERSON et al., 2020; INGAWALE; MANDLIK; PATEL, 2015)

A sinalizacdo pro-inflamatéria aumentada contribui para a insensibilidade aos
glicocorticoides e sob condicBes de estresse essa via é regulada positivamente
(LEWIS et al.,, 2021). Como efeito da combinacdo dos estresses oxidativo e
nitrosativo, altas quantidades de 6xido nitrico (NO*) produzidas por acdo da forma
induzivel de 6xido nitrico sintase (INOS) passam a reagir com o superéxido (O2")
levando a formacdo de peroxinitrito (ONOQO"), um anion altamente reativo e téxico
(CARAMORI; PAPI, 2004; COLEMAN, 2002; SUGIURA et al., 2008). Residuos de
tirosina (Tyr) em HDAC-2 sdo alvos de nitracdo, comprometendo a atividade desta
enzima, ja que essa reacdo € dada de maneira irreversivel, conduzindo, portanto,
HDAC-2 para inativagao, ubiquitinacdo e degradacdo proteassomal. Existe, ainda,
outra via de sinalizacdo por onde os niveis de HDAC-2 podem ser reduzidos. A
inibicdo da enzima nesse novo cenario € atribuida a ativacdo da fosfoinositideo-3-

quinase (PI3K)d via estresse oxidativo. PI3Kd ativada conduz a fosforilacdo da
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proteina quinase B (AKT), levando a ativacdo da AKT (pAKT) e a sua translocacgdo
nuclear. Uma vez que pAKT estd no ndcleo é conduzida a fosforilagdo e
ubiquitinacdo de HDAC-2, seguida de sua inativacédo e degradacao proteassomal. A
acdo repressiva dos glicocorticoides no processo de transcricdo pro-inflamatorio
associado a NF-kB e AP-1 é dada através do recrutamento de HDAC-2, entretanto
tal processo € inviabilizado pela expressdo e atividade de HDAC-2 estarem
diminuidas. Em funcdo da modificacdo da expressdo do cofator (PI3Kd) afetar
negativamente a enzima HDAC-2, o equilibrio entre a transcricdo de genes
inflamatdrios e anti-inflamatorios é afetado, sendo este deslocado em razdo dessas
alteracbes para um estado pré-inflamatério (BARNES, 2013; HENDERSON et al.,
2020; KEENAN et al., 2012) A inflamacdo das vias aéreas torna-se, portanto,

resistente as ac¢des anti-inflamatoérias dos glicocorticoides (BARNES, 2011).

Figura 4 — Mecanismo de refratariedade despertado pela reducdo da expressédo de HDAC-2
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Fonte: Adaptado de Barnes (2013).

Sem a possibilidade de conter a atividade transcricional do NF-kB e AP-1 nao
ha como bloquear a sintese de diversas proteinas pré-inflamatérias. As citocinas séo

um desses produtos de sintese e o aumento dos seus niveis, sobretudo IL-2, IL-4 e
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IL-13, sdo capazes de afetar células T e mondcitos, acarretando na redugdo da
afinidade de ligacdo do receptor intracelular GR pelo GC, contribuindo também para
a diminuicdo da translocacdo nuclear desse receptor. A combinacdo dessas
citocinas inflamatdrias induz resisténcia aos esterdéides in vitro, devido a propriedade
em aumentar a atividade da proteina quinase ativada por mitogénio p38 (MAPK)
(BARNES, 2010; TREVOR; DESHANE, 2014).

A funcdo GR pode ser reduzida por meio da fosforilacdo desse receptor por
quinases, mais significativamente p38MAPK. A fosforilagdo de GR € uma das
modificacbes poés-traducdo (PTM) existentes, causando alteracdo de afinidade de
GR-a pelo seu ligante e reducao da capacidade de GR de se ligar ao DNA, uma vez
gue a importacdo nuclear de GR esta igualmente prejudicada (CRUZ-TOPETE;
CIDLOWSKI, 2015; VANDEVYVER; DEJAGER; LIBERT, 2014). Além disso, a
familia de proteinas MAPK nado se restringe apenas a p38, JNK também esta
envolvida na mesma via de sinalizacdo. Sob condi¢cdes de estresse oxidativo e lesao
celular essas quinases podem ser ativadas diretamente pela sinalizacdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS), desencadeando posteriormente na
ativacao de fatores de transcricdo pro-inflamatérios. A superexpressdo de NF-kB e
AP-1 favorecem a diminuicdo da sensibilidade aos glicocorticoides, jA que o
potencial de transativacdo do GR é reduzido (BARNES, 2011; LEWIS et al., 2021).

A sensibilidade aos glicocorticoides também é modulada por GR-B. A
literatura descreve que duas isoformas principais de GR séo codificadas a partir do
gene humano (NR3C1), sendo diferenciadas através do dominio de ligacdo ao
ligante (LBD) (CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2015). O receptor funcional de
glicocorticoides funciona como um fator de transcricdo dependente de ligante. Como
GR-a é a forma de GR que se liga aos glicocorticoides ele é também o subtipo
responsavel pelas acdes do GC, sendo a representacéo da isoforma biologicamente
ativa (LEVENTHAL et al., 2019). A presenca de um LBD mais curto em GR- (35
aminoacidos a menos que a isoforma a) inviabiliza a codificacdo da hélice 12 que é
de extrema importancia para a formacédo de uma bolsa hidrofébica necessaria para a
ligacdo com GCs (OAKLEY; CIDLOWSKI, 2013; TIMMERMANS; SOUFFRIAU;
LIBERT, 2019). Logo, GR-B ndo interage com o GC, mas apesar dessa limitacdo a
isoforma B regula a atividade dos GCs por funcionar como um antagonista de GR-q,
competindo pela ligacdo a GREs, mas sem capacidade para induzir sua transcri¢ao.

Em consonancia com isso, a expressao aumentada de GR-B induzida pelo aumento
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dos niveis de citocinas pro-inflamatérias provoca redugbes na razdo GR-a/GR-
celular e ativacdo de varias vias inflamatérias (como de NF-kB), contribuindo para a
corticoresisténcia (BARNES, 2011; SCHESCHOWITSCH; LEITE; ASSREUY, 2017;
RAMOS-RAMIREZ; TLIBA, 2021).

As mutacgdes ou polimorfismos no gene do receptor de glicocorticoide humano
(hGR) (NR3C1) séo outras condi¢des que podem resultar no comprometimento dos
mecanismos moleculares de acdo do GR-a. Essas variagbes nas regides
codificantes e regulatérias do gene provocam alteracbes na sensibilidade do tecido
aos glicocorticoides, podendo ser indicativo de hipersensibilidade ao GC ou
resisténcia. A resposta insatisfatoria ao tratamento esti relacionada a algumas
dessas anormalidades, como revelado nos polimorfismos ER22/ 23EK, GR-93 e
A3669G e nas mutagbes V423A, V575G e H726R por reduzirem a atividade
transcricional induzida por GR-a (NICOLAIDES, 2016; RAMAMOORTHY;
CIDLOWSKI, 2013; VANDEVYVER; DEJAGER; LIBERT, 2014; VITELLIUS;
LOMBES, 2020).

Em vista do exposto, estudos direcionados a condicdo de insensibilidade a
glicocorticoides sé@o necessarios para fornecer uma melhor compreensdo dessa
importante barreira no tratamento da asma. Como nao existem muitos modelos que
simulam todas as caracteristicas da asma refrataria a GC, e a maior parte dos
mecanismos associados a esta condicdo foram descritos com base em ensaios in
vitro, € muito importante que se desenvolvam modelos animais fidedignos que
possam ser utilizados tanto para estudar os mecanismos relacionados a
refratariedade a GC, quanto para serem utilizados na triagem de farmacos anti-
inflamatorios alternativos.

Para tanto, esse trabalho tem como propdsito estudar o desenvolvimento da

refratariedade a glicocorticoide em modelo murino de asma croénica.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento com budesonida sobre as vias aéreas dos
camundongos em protocolos experimentais de asma sensivel e resistente a

glicocorticoides.

2.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a hiper-reatividade das vias aéreas de camundongos A/J desafiados
cronicamente com OVA e tratados com budesonida, através da utilizacdo do

sistema de pletismografia barométrica de corpo inteiro pelo método invasivo;

e Examinar o efeito da exposicdo crénica a OVA e da administracdo de
budesonida como tratamento sobre as alteragdes histolégicas pulmonares,

com foco em fibrose peribronquiolar e geracéo de muco;

e Quantificar as citocinas e quimiocinas pulmonares produzidas em resposta ao
desafio crébnico com OVA e o efeito do tratamento com o glicocorticoide

budesonida na reversao dessa formacao;

e Analisar a ocorréncia de estresse oxidativo em pulmfes de animais A/J com
asma induzida por OVA, através da quantificacdo do biomarcador
malondialdeido e da atividade da enzima antioxidante catalase,
concomitantemente com o efeito do tratamento com budesonida na reversao

dessa condicao.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Animais

Para esse estudo foram utilizados machos de camundongos da linhagem A/J,
com peso entre 18-20 g. Os espécimes foram fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro - RJ.
ApOs serem recebidos, os animais foram confinados em gaiolas coletivas
apropriadas para roedores com capacidade maxima para 5 animais e mantidos no
biotério do departamento de Fisiologia e Farmacologia pertencente a mesma
instituicdo. Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de
Inflamagéo (LABINFLA). Com relagdo ao acondicionamento dos animais este foi
feito em um ambiente sob condi¢cdes padrbes (Temperatura: 25-28°C; Fotoperiodo
de 12 horas claro-escuro (06:00/18:00 h) e livre acesso a agua e racao). Este projeto
de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica de Animais do Instituto Oswaldo
Cruz (CEUA — numero da licenca L0O030/15) e os experimentos conduzidos de

acordo com os principios éticos que medeiam a experimentacéo animal.

2.2.2 Protocolo de asma sensivel e refrataria a glicocorticoides

2.2.2.1 Sensibilizacao e desafio antigénico

Os camundongos foram sensibilizados através de duas inje¢cdes subcutaneas
dorsais contendo 50 ug de OVA e 5 mg de hidroxido de aluminio (Al(OH)s),
encontrados em um volume final de 0,2 mL de salina estéril (NaCl, 0.9%) fornecido
por animal, sendo respeitado um intervalo de 7 dias entre as sensibilizacdes.
Completado uma semana da ultima sensibilizagdo, os animais foram anestesiados
com aerossol de isofluorano sendo posteriormente submetidos ao desafio intranasal
(i.n.) com OVA (50 pg/ 25 uL de salina), esta administrada 1 vez por semana,
durante 4 semanas (protocolo de asma sensivel a glicocorticoide) ou 9 semanas
(protocolo de asma refrataria a glicocorticoide) seguidas. Para os grupos controle foi
utilizado o veiculo, salina, em substituicdo a OVA. Os animais foram avaliados

depois de transcorridos 24 h da ultima provocacéo antigénica.
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2.2.2.2 Tratamento com budesonida

Tendo em vista que as alteracfes fisiopatolégicas da asma ja estdo bem
estabelecidas na terceira semana de desafio antigénico, os animais séo tratados a
partir desse periodo. O glicocorticoide escolhido para o tratamento nesse modelo foi
a budesonida, sendo a administracdo com o farmaco realizado 1 h antes de cada
instilacdo nasal com OVA, na concentracédo de 7,5 mg/mL por aerossol durante 30
minutos. O desenho do protocolo experimental esta representado na figura 5.

Figura 5 — Protocolos experimentais de asma
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Protocolo 1: protocolo de asma sensivel ao tratamento com glicocorticoide; Protocolo 2: protocolo de
asma refrataria ao tratamento com glicocorticoide. Fonte: O autor (2021).

2.2.3 Avaliacédo da funcéo pulmonar
2.2.3.1 Avaliacdo da hiper-reatividade das vias aéreas a metacolina por

pletismografia invasiva

Para avaliagdo da funcdo pulmonar os camundongos foram submetidos ao
método de pletismografia barométrica de corpo inteiro invasivo, realizado depois de

transcorrido 24 h do ultimo desafio com ovoalbumina. Completado as 4 ou 9
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semanas de sensibilizacdo e provocacdo com OVA (ou veiculo) os animais que
haviam resistido a esse protocolo de asma sensivel ou refrataria foram anestesiados
com pentobarbital (60 mg/kg, intraperitoneal, i.p.) e, posteriormente, suas traquéias
expostas através de uma incisdo transversal entre dois anéis fibrosos, permitindo,
desta forma, a introducdo de uma céanula traqueal. Apds isso, 0s animais foram
inseridos em uma camara pletismogréafica, onde a canula de traqueostomia foi
conectada a um pneumotacégrafo. Para que os animais fossem ventilados
mecanicamente eles foram tratados previamente com brometo de pancurdénio
(Pavulon®, 1 mg/kg) o que resultou na paralisacdo de suas musculaturas
respiratérias, impedindo que houvesse interferéncias na geracdo dos dados
provocado por esforco respiratério. As informacdes referentes ao fluxo aéreo foram
coletadas pelo pneumotacografo e transferidas para um computador para que
fossem processadas e armazenadas. Para o éxito no processamento desses dados
foi necessario a utilizacdo do software BioSystem XA, onde, nessa fase, foi permitido
coletar os parametros de resisténcia e elastancia (HOYMANN, 2007). Para verificar
se as vias aéreas tiveram desenvolvimento de hiper-reatividade, os camundongos
foram colocados na presenca de aerossois de PBS (Tampéo fosfato salina - veiculo)
e, subsequentemente, a provocacdes em concentracdes crescentes (3, 9 e 27
mg/mL) de metacolina (agente constritor) que foram realizadas respeitando um

intervalo de 5 minutos.

2.2.4 Andlises histologicas

2.2.4.1 Confeccéo dos cortes pulmonares para avaliacdo histopatoldgica

Apdés o término do ensaio de broncoespasmo colinérgico os camundongos
foram anestesiados com uma dose letal de tiopental (500 mg/Kg). Realizada a
eutanasia, é feito a assepsia dos animais com etanol 70% e, em seguida, a cavidade
peritoneal € aberta e a artéria abdominal seccionada para que o sangue retido possa
ser desprezado. Com a finalidade de elucidar os eventos relacionados a evolucéo da
inflamacg&o pulmonar h& a necessidade de remocdo do pulmé&o integro para que a
caracterizacdo histopatolégica possa ser iniciada. Para isto, o térax do animal foi
aberto com o intuito de promover acesso aos 6rgaos por ele protegidos. Nesta fase,

€ necessario promover a eliminacdo do sangue presente nos pulmdes para que a
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amostra possa ser recolhida para analise. Os animais foram, entdo, submetidos a
técnica de perfusdo que é dada pela introducdo de um escalpe no ventriculo direito
do coracéo, por onde € administrada uma solucado de salina + EDTA (20 mM).

Depois da lavagem pulmonar, o lobo esquerdo foi cuidadosamente removido
e fixado em Formalina-Milloning para que a composi¢cao do tecido e sua morfologia
fossem preservadas (CARSON; MARTIN; LYNN, 1973). A seguir, a amostra foi
incluida em parafina e depois de endurecido os blocos de parafina contendo em seu
interior tecido pulmonar foram cortados (3 um) em micr6tomo. Ao final os cortes
histoldgicos obtidos foram colocados sobre laminas e corados com Acido Periddico
de Schiff (PAS) para evidenciar a producado de muco, e Tricomico de Gomori (TG)
para evidenciar a deposi¢céo de colageno ao redor dos bronquiolos.

2.2.4.2 Quantificacao da producéo de muco por morfometria digital

Para quantificar a area ocupada por muco no pulméo foi necessario proceder
com a técnica de morfometria digital onde, para esta analise, as secc¢des de tecido
pulmonar precisaram estar coradas com PAS. Subsequentemente foi conduzido a
visualizacdo em microscopia de luz através da objetiva de 40x, sendo as imagens de
todas as vias aéreas existentes nos cortes histoldégicos coletadas em uma
microcamera acoplada ao microscépico. As imagens digitais foram analisadas
através do software image Pro-plus® utilizado para detectar faixas de cores
especificas, possibilitando que a presenca de padrbes especificos atribuidos a
coloracdo magenta e associado a presenca de muco tenham a area calculada.
Ferramentas do programa séo utilizadas para que a andlise seja limitada apenas a
regido do epitélio bronquiolar, sendo selecionados para compor essa avaliacdo ao

menos 8 vias aéreas de cada animal.

2.2.4.3 Quantificacao da fibrose subepitelial por morfometria digital

As fatias das vias aéreas também foram coradas com Tricobmico de Gomori,
visando mensurar a area de tecido pulmonar comprometida pela deposi¢éo de fibras
colagenas, sendo obtidas tais informagdes ao utilizar a técnica de morfometria digital
em microscopia de luz no aumento de 40x. As imagens das vias aéreas coradas em

TG foram capturadas pela camera de video acoplada ao microscopico e analisadas
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através do software image Pro-plus® utilizado para detectar faixas de cores
especificas, possibilitando que a presenca de padrées especificos atribuidos a
coloracdo azul-esverdeada e associado a presenca de fibrose tenham a é&rea
calculada. Ferramentas do programa foram utilizadas para que a andlise seja
limitada apenas a regido que circunda a membrana basal das vias aéreas, excluindo
o epitélio bronquiolar, sendo selecionados para compor essa avaliagdo ao menos 8

vias aéreas de cada animal.

2.2.5 Quantificacao de citocinas e quimiocinas pulmonares

As quantificacdes das citocinas IL-4, IL-13, eotaxina-1 e eotaxina-2 foram
realizadas a partir de homogenato (amostra de células) de pulméo de camundongos.
Para proceder com esta analise, fragmentos do pulméo direito foram removidos
depois de transcorrido 24 h do ultimo desafio antigénico e s6 apds o orgao ter sido
perfundido com 20 mM de solucdo salina + EDTA através do coracgdao.
Posteriormente, as amostras foram pesadas e homogeneizadas em 1 mL de solugéo
tampéao de lise celular visando prepara-las para a deteccdo do numero de proteinas
existentes na amostra. A solugcédo de lise usada era composta por um coquetel de
inibidores de proteases (complete-Roche) associado ao Triton X-100 (0,1%) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) em PBS (1x). Na sequéncia, as amostras de
homogenatos foram centrifugadas a 4°C por 10 min a 3500 rpm. Logo apds, 0s
sobrenadantes séo recolhidos, aliquotados, congelados em nitrogénio liquido e
armazenados no freezer para posterior quantificacdo de citocinas e quimiocinas. A
producdo desses mediadores foi detectada através da utilizacdo do método
imunoenzimatico Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), seguindo os
protocolos especificados nos kits comerciais do fabricante.

Resumidamente, placas de 96 poc¢os para cada citocina foram sensibilizadas
utilizando anticorpos monoclonais especificos (nas concentracbes recomendadas
pelos kits) e incubadas por 18 h em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as
placas foram lavadas com tampao e os sitios inespecificos bloqueados com 1% de
albumina de soro bovino (BSA) em PBS durante 1 h. Foram adicionadas
posteriormente nas placas as amostras, etapa que durou 1 h a temperatura de 4°C.
Novamente, as placas foram lavadas com tampéao para incorporagéo do anticorpo de

deteccdo, permanecendo incubada por 1 h para aderéncia. ApOs este periodo, as
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placas foram conduzidas a uma terceira lavagem e incubadas por 1 h com a enzima
estreptoavidina (Pierce Protein Biology Products, Thermo Scientific). Para que a
revelacdo ocorresse o substrato (K-blue) foi adicionado, permitindo iniciar uma
reacdo colorimétrica, bloqueada posteriormente pela adicdo de H>SOas (0,19 M).
Para realizacdo da leitura das placas foi adotado o espectrofotdmetro (Versamax-
Molecular Devices) no comprimento de onda de 450 nm.

2.2.6 Avaliacao do quadro de desequilibrio redox

2.2.6.1 Preparo das amostras

Fragmentos do pulméo direito de camundongos foram macerados em um
volume de 0,5 mL de tampdo KPE (fosfato de potassio + EDTA, pH 7,5), e
centrifugados a 2377 rpm por 10 min a 4°C. As analises foram direcionadas a fracéo
sobrenadante, sendo esta recolhida apds o cumprimento do tempo destinado a
centrifugacédo, e utlizada para prever a atividade da enzima catalase e para

guantificar os niveis do biomarcador malondialdeido (MDA).

2.2.6.2 Avaliacao da atividade da enzima catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) € determinada através da medida de
degradacdo do perdxido de hidrogénio (H20.), estando, portanto, a sua atividade,
diretamente proporcional a taxa de H202 consumida. O decaimento de
concentragcfes conhecidas do composto é monitorado a partir do primeiro minuto de
reacdo. Para o prosseguimento do ensaio foram separados 25 mL de 4gua destilada
e 40 pL de peroxido de hidrogénio para que um “MIX” fosse preparado.
Subsequentemente, foram incorporados em uma placa UV, 1 uL de amostra e 99 L
do MIX por poco. Um espectrofotometro (SpectraMax M5 — Molecular Devices) em
uma absorbancia de 240 nm foi utilizado para a leitura das amostras. Os valores séo

apresentados por U/mg de proteina.

2.2.6.3 Quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
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O método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) é utilizado
para a quantificagdo dos niveis de malondialdeido, por servir como parametro de
peroxidagéo lipidica (DRAPER; HADLEY, 1990). A técnica consiste em aquecer a
amostra sob condicdes &cidas, na presenca de &cido tiobarbittrico (TBA) para que
este possa reagir com o MDA, dando origem a formagao de substéncias reativas ao
acido tiobarbitdrico que sdo estimados através de espectrofotometria (BUEGE;
AUST, 1978). A amostra é preparada com a incorporagdo de 100 uyL de acido
tricloroacético a 10% em 100 pL do homogeneizado de tecido. Posterior a essa
etapa as amostras sao centrifugadas a 5822 rpm por 15 min a 4°C, sendo o
sobrenadante removido ao final dessa fase. Antes dessas amostras serem deixadas
em banho-maria a seco (95°C, 10 min) para serem aquecidas sdo acrescentados
150 uL de TBA. Um espectrofotbmetro (SpectraMax M5 — Molecular Devices) em
uma absorbancia a 532 nm é usado para determinar os niveis de MDA, sendo esses

valores expressos adequadamente por nmol/mg de proteina.

2.2.7 Analise estatistica

As andlises desse estudo foram feitas pelo software GraphPad Prism 5
(GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows). Os resultados encontrados foram
apresentados como média * erro padréo, tendo sido submetidos ao teste de analise
de variancia Two Way ANOVA e, posteriormente, ao teste t de Bonferroni ou através
da utilizacdo do teste One Way ANOVA, seguido pelo teste t de Newman-Keuls
Student. As diferencas observadas foram consideradas significantes quando p <
0,05.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Efeito do tratamento com budesonida sobre a hiper-responsividade das

vias aéreas em modelos de asma grave experimental

Para investigar a funcdo pulmonar e a responsividade a metacolina foi feito
um acompanhamento nas mudancas provocadas nos parametros de resisténcia e
elastdncia em camundongos anestesiados, intubados e ventilados mecanicamente.
Conforme exposto nas figuras 6A e 6C, houve um aumento nos valores de
resisténcia e elastancia frente a aerossolizacdo de concentracbes crescentes de
metacolina (3, 9 e 27 mg/mL) em animais submetidos ao desafio com OVA quando
comparados aos seus respectivos controles (salina), indicando um estado de hiper-
responsividade das vias aéreas. O tratamento com budesonida reduziu
significativamente esse quadro de hiper-reatividade em camundongos A/J
sensibilizados e desafiados com o alérgeno por 4 semanas consecutivas (protocolo
1). Entretanto, quando os animais sensibilizados sdo submetidos a 9 (protocolo 2)
(Figuras 6B e 6D) ao invés de 4 provocacdes semanais consecutivas com OVA eles
passam a desenvolver um quadro de refratariedade ao tratamento com budesonida,
gue ndo apresenta, portanto, nenhum efeito sobre a reducdo do quadro de hiper-
reatividade. Estes resultados indicam que os camundongos submetidos ao protocolo
1 sédo notoriamente sensiveis a budesonida, porém na inser¢cdo de um numero maior
de provocacdes ocorre a evolucdo de um estado responsivo a esterdides para um

estado ndo responsivo ao tratamento.
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Figura 6 — Efeito do tratamento com budesonida sobre a hiper-reatividade das vias aéreas induzidas
por OVA em protocolos de asma grave

[ Salina
Wl Ovoalbumina
B3 + Budesonida 7,5 mg/mL
Protocolo 1 Protocolo 2

101 A

+
—
(=]

co
L

Elastancia (crH,O/mL)
] o =
] . ]
] k. ]
] . ]

Resisténcia (cmH,0.s)/mL
=2}
*
Resisténcia (emH,0.s)/mL
=)

=
(=]

2
o}
g

S 300
g
2 2007
8
(33
&
g 1004 100
i
0— ; ; 0
0 3 9 27 0 3 9 27
Metacolina (mg/ml) Metacolina (mg/ml)
Protocolo 1 = protocolo de asma sensivel ao tratamento com

glicocorticoides; Protocolo 2 = protocolo de asma refrataria ao tratamento
com glicocorticoides. Os animais foram desafiados com salina (o) ou OVA
(e) e tratados com budesonida 7,5 mg/mL (e). Os valores representam a
média + EPM (n=7 para cada grupo). +p<0,05 comparado com 0 grupo
controle salina; *p<0,05 comparado com o grupo OVA. Diferencas entre os
grupos foram analisadas por Two Way ANOVA seguido pelo teste
Bonferroni. Fonte: O autor (2021).

A hiper-responsividade das vias aéreas € uma importante caracteristica
fisiopatoldgica da asma, sendo o0 estabelecimento desse quadro uma consequéncia
do acumulo de leucécitos sobre as vias respiratorias, dentre eles os eosinofilos
(POSSA et al., 2013). Esses leucdcitos, em particular, sdo conhecidos por serem
células efetoras finais do processo inflamatério alérgico, estando, portanto, bastante
envolvidos nos importantes eventos da fase cronica da doenca, especialmente no
remodelamento das vias aéreas (BARRETO et al., 2015). A persisténcia de quadros
de hiper-reatividade esta relacionada a ocorréncia dessas modificagbes estruturais,

uma vez que alteracbes constantes acabam desencadeando na presenca de vias
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aéreas mais espessas, menos flexiveis e mais estreitas, caracteristicas suficientes
para provocagdo de maior grau de constricdo e fechamento das vias aéreas
inferiores em resposta a estimulos broncoconstritores (BUSSE, 2010). Em vista
disso, € compreensivel que a persisténcia de quadros de AHR se relacione a
presenca de modificacdes caracteristicas no tecido, tanto sobre o componente

inflamatério como sobre o do remodelamento.

2.3.2 Efeito do tratamento com budesonida sobre a produgcdo de muco nas vias

aéreas em modelos de asma grave experimental

Parte dos aspectos histolégicos foram registrados na figura 7, onde se
demonstrou por fotomicrografias que pulmdes de animais desafiados com OVA
(Figura 7B, 7F) apresentaram hipersecrecdo de muco pelas células caliciformes,
sendo sugestivo da ocorréncia de hiperplasia e hipertrofia desses componentes
celulares existentes no epitélio pulmonar. Essa acentuada producéao foi significativa
em comparacdo com o grupo salina (animais saudaveis) (Figura 7A, 7E). Os
resultados dessa andlise também comprovaram que animais tratados com
budesonida no protocolo 1 (Figura 7C) apresentaram importante efeito sobre a
reducdo da producdo de muco, e, por essa razao, foram considerados sensiveis a
esse tratamento medicamentoso. Entretanto, a longo prazo (protocolo 2) (Figura
7G), a budesonida se demonstrou incapaz de inibir o acimulo de muco sobre as
vias aéreas. Esses mesmos eventos foram também revelados quantitativamente
pela analise morfométrica digital, estando adequadamente representados nos

graficos 7D e 7H.
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Figura 7 — Efeito do tratamento com budesonida sobre a producdo de muco nas vias aéreas
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PAS*: Coloracdo com Acido Periédico de Schiff especifica para marcacdo de muco. As
fotomicrografias foram capturadas no aumento de 40x. A analise morfométrica digital foi utilizada para
realizacdo da avaliacdo quantitativa da producédo de muco (D, H). Os valores representam a média +
EPM (n=7 para cada grupo). +p<0,05 comparado ao grupo controle salina; *p<0,05 comparado ao
grupo OVA. Diferencas entre os grupos foram analisadas por One-Way ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls. Fonte: O autor (2021).

Para entender como a producdo elevada de muco é conduzida na asma
alérgica € necessario previamente o conhecimento de que os eosinofilos séo
importantes células reguladoras do processo de remodelacdo/reparo. Entre os
produtos liberados pela desgranulacdo dessas células sdo encontradas importantes
proteinas citotoxicas, com destaque para a proteina basica principal (MBP), que
causa lise das células epiteliais do trato respiratorio inferior (ACHARYA;
ACKERMAN, 2014). Como a recuperacdo plena do epitélio lesado é dada pela
restituicdo dos seus componentes teciduais e essa capacidade de reparo por
regeneracao é reduzida na asma cronica, ocorre, em razdo dessa falha, alguns
eventos como a transdiferenciacéo celular (transicdo de células Clara para células
caliciformes brénquicas) (BRASILEIRO FILHO, 2011; JACOBSEN et al.,, 2012;
KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016; RAMIREZ et al., 2018).

A persisténcia da inflamacdo na mucosa brdénquica ocasiona ativacao
excessiva das vias de reparo, sendo a alteracdo do epitélio brébnquico uma das
caracteristicas do remodelamento tecidual (KEGLOWICH; BORGER, 2015). Como ja
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documentado em estudos anteriores, o fenotipo remodelado é marcado por alguns
eventos, sendo uma caracteristica comum a hiperproducdo de muco por células
caliciformes que faz aumentar a resposta asmatica. Esse acontecimento se deve ao
fato de as vias aéreas serem encontradas com obstrucdo ao fluxo de ar, pois como o
muco € produzido excessivamente pelas células caliciformes, ele passa também a
ocupar o lumen das vias aéreas (FAHY; DICKEY, 2010; KAY; PHIPPS; ROBINSON,
2004).

Tomando os resultados de muco, nota-se que a diminuicdo da deposicéo
desse produto sobre as vias aéreas ocorre para 0s animais tratados com GC no
protocolo 1, sendo sugerido que esse mecanismo de inibicdo ocorra em razédo do
éxito das acdes anti-inflamatérias do glicocorticoide (TAKAMI et al., 2012). Contudo,
o tratamento com o farmaco deixou de gerar efeitos nos animais desafiados por 9
semanas, sendo esse insucesso em eliminar grandes quantidades de muco
formado, resultante da incapacidade de se lidar com a inflamacdo subjacente a
remodelacdo (MELTON, 2002). A remocéo prejudicada do muco no trato respiratorio
€ comum aos asmaticos nao trataveis com esterdides, os chamados asmaticos
graves, sendo essa condicdo replicada no protocolo 2 devido a insensibilidade ao

tratamento com budesonida.

2.3.3 Efeito do tratamento com budesonida sobre fibrose peribronquiolar em

modelos de asma grave experimental

Foi mostrado anteriormente que camundongos desafiados com OVA podem
apresentar ao longo do tempo alteracdes persistentes na estrutura das vias aéreas.
Nos experimentos desse estudo, o remodelamento foi avaliado através de duas
importantes caracteristicas: hiperproducdo de muco, conforme ja visto, e deposi¢cao
de proteinas da MEC produzidas por fibroblastos, e apresentadas a seguir.

Conforme evidenciado nas fotomicrografias representativas da figura 8,
verificou-se que os animais sensibilizados e desafiados com OVA possuem na
regido peribrénquiolar uma vasta deposicdo de componentes da MEC (Figura 8B,
8F) quando comparados com animais instilados com salina (Figura 8A, 8E). No
protocolo 1, o tratamento dos camundongos com budesonida foi capaz de reduzir
significativamente o conteudo de MEC nas vias aéreas, enquanto camundongos do

protocolo 2 ndo responderam ao tratamento com GC, sendo ainda, posto em
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destaque, uma acentuada presenca de MEC ao redor de suas vias aéreas. A analise
morfométrica (Gréfico 8D, 8H) confirmou as observacdes resultantes da analise
histolégica apontadas acima.

Figura 8 — Efeito do tratamento com budesonida sobre a deposicédo de Matriz extracelular
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A deposicdo de componentes de matriz extracelular é marcada através da coloracdo especifica com
Tricbmico de Gomori. As fotomicrografias foram capturadas no aumento de 40x. A analise
morfométrica digital foi utilizada para realizacdo da avaliacdo quantitativa de fibrose subepitelial (D,
H). Os valores representam a média + EPM (n=7 para cada grupo). +p<0,05 comparado ao grupo
controle salina; *p<0,05 comparado ao grupo OVA. Diferencas entre os grupos foram analisadas por
One-Way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. Fonte: O autor (2021).

Os eosindfilos ndo contribuem com o remodelamento apenas pela secrecao
de proteinas granulares. Associado a esse infiltrado celular existe ainda a liberacéo
de numerosos mediadores proteicos, particularmente TGF-B1, considerado um dos
mais potentes agentes fibrogénicos (KUWABARA et al., 2018; POSSA et al., 2013).
Essas citocinas modulam o processo de fibrose tecidual e apesar de serem
secretadas por outros tipos celulares, a principal fonte de TGF-B1 segue sendo
atribuida a presenca de eosinoéfilos (JANULAITYTE et al., 2020).

A deposicdo anormal de proteinas produzidas da diferenciagcdo de
fibroblastos em miofibroblastos sobre a MEC acaba refletindo em rigidez pulmonar,
estando, assim, o reparo na asma associado a deposicdo de tecido conjuntivo
(fibroso) e espessamento da membrana basal (KEGLOWICH; BORGER, 2015;
KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016). Este remodelamento tecidual associado ao

aumento de secrecdo de muco pode estar estreitamente associado a condicdo de
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hiper-reatividade bronquica. Os glicocorticoides conseguem reduzir a deposi¢céo de
proteinas da MEC indiretamente por sua acdo anti-inflamatoria, suprimindo a
populacdo de leucdcitos infiltrantes, com destaque para os eosindfilos. Sem o
recrutamento dessas células para o sitio da inflamacédo, consequentemente citocinas
Th2 efetoras ndo sao liberadas e néo retroalimentam esse circuito de dano tecidual
(BERAIR; BRIGHTLING, 2014; LAMBRECHT; HAMMAD, 2012).

Resultados conflitantes, entretanto, vém sendo apresentados por autores.
Alguns com reducédo na espessura da membrana basal e outros ndo (BERAIR;
BRIGHTLING, 2014). Analisando os resultados obtidos da deposicdo de MEC,
observou-se que a administracéo de budesonida em um protocolo de menor duracéo
(protocolo 1) se mostrou eficiente na reducédo das proteinas da MEC, porém na
apresentacdo de um protocolo com mais desafios (protocolo 2) o efeito do GC é
perdido. Isso provavelmente se relaciona a maior deposicdo de componentes da
MEC e é sugestivo de inibicAo da degradacdo da MEC pelas enzimas de
remodelacdo, conhecidas por TIMPs, sendo razoavel pensar que possa estar
ocorrendo um desbalanco entre TIMPs e MMPs. (MUNITZ; LEVI-SCHAFFER, 2004).

2.3.4 Efeito do tratamento com budesonida sobre os niveis de citocinas e
guimiocinas proé-inflamatérias no homogenato pulmonar em modelos de asma

grave experimental

Estdo demonstradas na figura 9 importantes citocinas moduladoras do
processo inflamatorio existentes na asma, dosadas em amostras de sobrenadantes
de homogenato pulmonar. Pode ser observado que camundongos estimulados com
OVA apresentaram niveis elevados das citocinas IL-4, IL-13, eotaxina-1 e eotaxina-2
em comparacao com 0s grupos controle desse estudo. Por outro lado, essa resposta
imunoldgica de perfil Th2 despertada no grupo OVA foi reduzida no grupo tratado
com budesonida no protocolo de 4 semanas, demonstrando a sensibilidade desses
animais ao tratamento com GC. De modo contrario, a administracdo de budesonida
no protocolo de 9 semanas se demonstrou ineficiente em reduzir os niveis de todas

as citocinas supracitadas.
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Figura 9 — Efeito do tratamento com budesonida sobre os niveis de citocinas no tecido pulmonar
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Os valores representam a média = EPM (n=7 para cada grupo).
+p<0,05 comparado com o grupo controle salina; *p<0,05
comparado com o grupo OVA. Diferengas entre os grupos
foram analisadas por One-Way ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls. Fonte: O autor (2021).

A asma em sua forma mais comum (asma alérgica) € marcada por uma
intensa inflamacdo do tipo 2 nas vias aéreas (WYNN, 2015). Importantes
mediadores proé-inflamatorios estdo envolvidos na patogénese da asma de perfil
Th2, em destaque as citocinas IL-4 e IL-13, por induzirem o aparecimento de
caracteristicas marcantes da doenca. Diversos papéis sdo desempenhados por
essas interleucinas, sendo classicamente conhecidas por estimularem a inflamacao
alérgica (com aumento na producéo de IgE), hiper-reatividade e remodelamento das
vias aéreas (com hipersecrecdo de muco por estimulagdo de células caliciformes e

fibrose subepitelial por ativacdo de TGF-B) (DAVOINE; LACY, 2014; HALL;
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AGRAWAL, 2014; HAMID; TULIC, 2009). Além dessas citocinas, sdo encontradas
no local da inflamacéo importantes quimioatraentes especificos de eosindfilos, aqui
representadas pelas eotaxinas 1 e 2 (FERREIRA, 2015).

A fisiopatologia na resposta alérgica é orquestrada principalmente por
citocinas de perfil Th2, que diferente do observado no protocolo 1, apés o tratamento
com GC continuaram com seus niveis elevados no protocolo 2 (protocolo refratario a
glicocorticoide). A falta de bloqueio na producdo dessas citocinas nessa condi¢cao foi
também confirmada indiretamente pela andlise de resultados anteriores. A
persisténcia do quadro estabelecido de hiper-reatividade e remodelamento das vias
aéreas pode ter relacdo com os niveis elevados desses mediadores, uma vez que
eles estdo envolvidos na manutencgao da resposta Th2. O fato dos mediadores terem
seus niveis regulados negativamente na condi¢cao de 4 provocacdes com alérgeno e
estarem elevados no modelo de 9 provocacdes, sugerem que a producao
aumentada de citocinas pro-inflamatérias contribui para a intensificacdo da resposta
inflamatoria crénica das vias aéreas e por essa razao poderia estar relacionada ao

estado de refratariedade a glicocorticoides observada no protocolo de 9 semanas.

2.3.5 Efeito do tratamento com budesonida sobre a atividade da enzima CAT e

dos niveis de MDA em modelos de asma grave experimental

A enzima catalase (CAT) € uma enzima antioxidante cuja funcéo é servir de
catalisador para a decomposicao de um subproduto téxico (peréxido de hidrogénio —
H202) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). A falha em neutralizar essa espécie
reativa de oxigénio (ERO) resulta em peroxidacao lipidica, uma das consequéncias
do quadro de estresse oxidativo, e que exibe como um dos produtos de oxidacéo o
malondialdeido (GOMES, 2013), um biomarcador revelado pelo ensaio de TBARs.

Conforme exibido nas figuras 10A e 10B a atividade da enzima CAT foi
reduzida nos grupos desafiados com OVA, o que favoreceu o predominio da acéo
oxidante, esta evidenciada com aumento dos niveis do produto de peroxidacdo
lipidica (Figura 10C, 10D). Entretanto, a capacidade antioxidante total do tecido
pulmonar foi restaurada pelo emprego de budesonida como tratamento em um
protocolo de curta duragéo (protocolo 1), o que permitiu a reducdo do biomarcador

malondialdeido. Contrariamente ao exposto acima, animais tratados com
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budesonida no protocolo 2 ndo apresentaram redugdo na producdo de MDA,

mantendo, desta forma, o quadro de estresse oxidativo.

Figura 10 — Efeito do tratamento com budesonida sobre a atividade da enzima catalase e a
producdo de malondialdeido
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Os valores representam a média £+ EPM (n=7 para cada grupo).
+p<0,05 comparado com o grupo controle salina; *p<0,05
comparado com o grupo OVA. Diferengas entre os grupos foram
analisadas por One-Way ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls. Fonte: O autor (2021).

Sob condi¢cdes de estresse, a capacidade de resposta aos glicocorticoides
pode ser reduzida. Muito relacionado com a gravidade da doenca, o quadro de
estresse oxidativo pode ser instalado em decorréncia da perda da capacidade
antioxidante e/ou da producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio. A
insensibilidade aos corticosteroides deriva-se do estresse oxidativo prolongado, ja
gue esse progresso esta associado a diminuicdo da atividade da CAT (LEWIS,
2021). Estudos anteriores também atribuem a presenca de altas concentracdes de
perdxido de hidrogénio a inflamagcdo mal controlada que evolui para a refratariedade
ao tratamento, condicdo essa que aparenta ter maior relagdo com a asma grave
exemplificada no protocolo 2, tendo em vista que essas espécies reativas nao

radicalares s6 estardo em maior nivel se houver diminuicdo da capacidade
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antioxidante que, de acordo com 0 exposto acima, exige maior tempo de patogénese
(MERCADO, 2011).

A presenca de elevadas concentragcbes dos biomarcadores de estresse
oxidativo e 0 seu impacto na ndo responsividade ao farmaco também pode ser
confirmada através de resultados ja apresentados, pois a presenca desses produtos
favorece o remodelamento pela provocacédo de dano epitelial e a persisténcia do
processo inflamatério por induzirem o recrutamento de células inflamatérias. Em
concordancia com tudo que foi exposto, observamos que os dados obtidos nesse
ensaio demonstram perda da sensibilidade ao GC a medida que os desafios vao se
estendendo, uma vez que no protocolo 1 (4 desafios com alérgeno) os animais ainda
respondem ao tratamento, comprovando a sensibilidade desse protocolo. Entretanto,
a resposta ao farmaco se faz ausente no protocolo 2 (9 desafios), o que indica que

0S animais se tornaram refratarios ao tratamento com GC.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados alcangcados neste estudo, verificou-se que importantes
caracteristicas fisiopatoldgicas da asma humana foram desenvolvidas nas vias
aéreas de camundongos A/J apos exposicao cronica a OVA. Em funcao disso, foi
possivel atestar a capacidade dos animais A/J em mimetizarem os sinais cardinais
da asma, estes representados pela hiper-responsividade, remodelamento e
inflamacéo das vias aéreas.

Dentre o0s protocolos experimentais apresentados, nossos dados
demonstraram que o0s animais submetidos ao modelo de 9 provocacdes com
alérgeno montaram uma robusta resposta caracteristica de asma grave. Entretanto,
a eficacia da budesonida foi constatada no modelo de 4 semanas, porém perdida
guando adotado um protocolo de 9 semanas, sinalizando que os camundongos vao
se tornando refratarios ao tratamento com GC ao longo dos desafios.

Assim, por esse modelo animal ter conseguido mimetizar as principais
caracteristicas da doenca encontrada em humanos, concluimos que o protocolo de 9
semanas apresentado no presente estudo surge como uma ferramenta promissora
no estudo da asma alérgica. De fato, esses achados contribuirdo para estudos
futuros, seja através do estudo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos
na refratariedade, seja pela triagem de novas alternativas terapéuticas aos anti-
inflamatorios esteroidais, adequados para melhor atender esses pacientes de

estagios mais graves.
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