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RESUMO

Introdugdo: Alguns individuos podem apresentar broncoconstri¢ao
induzida pelo exercicio (BIE). Vérias hip6teses tentam explicar esse
fendmeno, porém o mecanismo responsavel pela asma induzida pelo

exercicio (AIE) permanece controverso.

Objetivos: Estudar os mecanismos envolvidos na broncoconstrigéo
induzida pelo exercicio através do uso da heparina inalatéria. Verificar o
efeito protetor das heparinas de baixo peso molecular (HBPM) na AlE, bem
como comparar seu efeito com o da heparina néo fracionada (HNF) e

observar o tempo de ag&do das heparinas na inibi¢do da BIE.

Material e métodos: Pacientes assintomaticos com histdria sugestiva
de AIE realizaram teste de exercicio em esteira ergométrica, com aumento
gradativo do esforgo, até atingir 85% da frequéncia cardiaca méxima,
permanecendo em exercicio por 10 minutos. Todos os pacientes que
apresentaram uma queda do volume expiratério forcado no primeiro

segundo (VEFi) pos-exercicio maior ou igual a 15% na triagem
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prosseguiram no protocolo. Nos dias subsequentes, o VEF foi medido antes
e depois do exercicio, com pré-tratamento com placebo, HNF (1.000 UI/Kg)
ou HBPM (1 mg/Kg) administrados 1, 3 ou 6 horas antes do esforco. Foram
coletadas amostras de sangue para dosagem de mediadores. Para a analise

estatistica dos dados obtidos, utilizou-se a andlise de variadncia de medidas
repetidas (ANOVA), o teste 1 de Student para amostras pareadas e n&o

pareadas e o teste de Wilcoxon. O nivel de significancia adotado foi igual a

0,05.

Resultados: Nove pacientes completaram o protocolo. A queda
méaxima do VEF; pds-exercicio foi de 26,67+12,55% aos 5 minutos e de
24,56119,76% aos 10 minutos na triagem e 22,78+1253% e de
20,56£19,58%, respectivamente, no dia de pré-tratamento com placebo. As
quedas do VEF;, nesses dois dias, ndo foram diferentes (p=0,318 aos 5
minutos e p=0,384 aos 10 minutos). A queda média do VEF; apés o
exercicio, com pré-tratamento com HNF 1, 3 e 6 horas, foi respectivamente
de 14+13%, 618% e 10£16% aos 5 minutos e de 10+13%, 4+9% e 9+16%
aos 10 minutos. Com pré-tratamento com HBPM 1, 3 e 6 horas, a queda
média respectiva foi de 10+10%, 6+12% e 13+14%, aos 5 minutos e de
7+13%, 7+14% e 10+15% aos 10 minutos. Em todos os intervalos de pré-
tratamento, a HNF e a HBPM atenuaram significativamente a queda do VEF,
(p< 0,05). A HNF protegeu a queda do VEF induzida pelo exercicio em 48%,
78% e 63% aos 5 minutos e em 58%, 83% e 62% aos 10 minutos quando

administrada 1, 3 e 6 horas antes do teste de exercicio, respectivamente. J&

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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com a HBPM, a protecdo da queda do VEF,; nos mesmos intervalos foi de
63%, 78% e 52% aos 5 minutos e de 70%, 70% e 58% aos 10 minutos. Nao
houve diferenga no efeito protetor da AIE entre as drogas utilizadas
(1C94,1%: [- 13,5 a 12] ).A histamina e a IL-4 diminuiram apds o pré-
tratamento com HBPM. A IL4 aumentou apés o exercicio no dia de pré-

tratamento com placebo.

Conclusdes: A HNF e a HBPM atenuam a BIE quando administradas
até 6 horas antes do teste de esforgo. O provavel mecanismo de agéo para

essa protegdo esta na modulagdo de mediadores pelo mastécito, via canal

IPs.
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SUMMARY

Introduction: Certain individuals are susceptible to exercise-induced
bronchoconstriction ”(EIB). Various hypotheses have been proposed to
explain this phenomenon. However, the mechanism responsible for exercise-

induced asthma (EIA) remains subject to controversy.

Objectives: To study the mechanisms involved in bronchoconstriction
induced by exercise, with the use of inhalant heparin. To verify the protective
effect of Iqw molecular weight heparin (LMWH) in EIB, in comparing its effect
with non-fractionated heparin (NFH) and in examining the time of effect of the

two heparin preparations in reducing E!B.

Material and methods: Asymptomatic patients with a history
suggesting susceptibility to EIA underwent a treadmill exercise test with
gradual increase in exertion, until reaching 85% maximum heart rate and
continuing exercise for an additional 10 min. All patients who demonstrated a
post-exercise decrease in FEV, more than or equal to 15%, were selected to
enter into study. On the following day, FEV, was determined before and after

exercise in patients pre-treated with placebo, NFH (1000 {U/Kg) or LMWH
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(1mg/Kg) at 1, 3 or 6 hr before the stress test. To measure the mediator
- concentrations, blood samples were collected. Statistical analysis of the data
' obtained was performed using the analysis of variance test for repeated
| measurements (ANOVA), Student's t test for paired and unpaired samples
and the Wilcoxon test. Differences with p values less than 0.05 were

considered statistically significant.

Results: Nine patients completed the protocol. The maximum
~ decrease in FEV; was 26.67+£12.55% at 5 min post-exercise and 24.56
- ¥19.76% at 10 min post-exercise, and 22.78 +12.53% and 20.56 +19.58%,
" respectively, on the day of pre-treatment with placebo. The decreases in
FEV/ during these two days were not significantly different (p=0.318 at 5 min
and p=0.384 at 10 min). The decrease in mean FEV, following exercise in
patients pre-treated with NFH at 1, 3 and 6 hr, was 14+13%, 648% and
10+16%, respectively, at 5 min, and 10+13%, 4+9% and 9+16%,
respectively, at 10 min. The decrease in mean FEV, post-exercise in patients
pre-treated with LMWH at 1, 3 and 6 hr was 10+10%, 6+12% and 13+14%,
respectively, at 5 min, 7+13%, 7+14% and 10+15%, respectively, at 10 min.
At all pre-treatment time points, NFH and LMWH attenuated significantly the
decrease in FEVs (p < 0.05). NFH reduced the decrease in FEV; induced by
exercise after 5 min by 48%, 78% and 63%, and after 10 min by 58%, 83%
and 62%, when administered 1, 3 or 6 hr, respectively, prior to the stress
test. LMWH lessened the decrease in FEV induced by exercise, at 5 min by

63%, 78% and 52%, and after 10 min by 70%, 70% and 58% when

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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-~ administered 1,3 or 6 hr, respectively, prior to the exercise test. There was no

difference in protective effect in EIA between the two drugs used (94.1% Cl:

[- 13,5 to 12] ). Histamine and IL-4 decreased post exercise after pre-

- treatment with LMWH. IL4 increased post exercise after pre-treatment with

placebo.

Conclusions: Both NFH and LMWH attenuated EIB when

. administered up to 6 hr before the exertion test. The likely mechanism of

action for this protective effect involves the modulation of mediators by mast

cells via I[Pz channels.
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1 INTRODUGCAO

Asma é uma doenca inflamatoria crénica caracterizada por obstrugéo
ao fluxo aéreo, reversivel espontaneamente ou com tratamento, e por hiper-
responsividade das vias aéreas a diversos estimulos. Em individuos

suscetiveis, essas altera¢des induzem episddios recorrentes de dispnéia,

sibilancia, aperto no peito e tosse™?.

Evidéncias indicam que pode ocorrer, em alguns pacientes, fibrose da

“membrana basal da mucosa, provocando anormalidades persistentes da

- fungdo pulmonar" 2.

A despeito do advento de novas drogas broncodilatadoras e da

introdug@o da terapia antiinflamatéria, a prevaléncia e a mortalidade da asma

vém aumentando em diversas regides® 459

Varias s80 as causas sugeridas para explicar esses indices, porém o
conhecimento atual sobre essa enfermidade pouco contribuiu para a

mudanca desse perfil epidemioldgico.
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Muitos individuos que s&o levados a alterar sua rotina diaria por
f;apresentarem broncoespasmo induzido por esforcos fisicos sao

f?considerados portadores de asma induzida pelo exercicio (AIE).

Aretaeus, ha mais ou menos 1800 anos (120 - 200 AD), j& observava
'que o esforgo fisico provocava obstrugdo da via aérea. Floyer, 300 anos

. apds, comegou a especular sobre os possiveis eventos envolvidos nesse

fenbmeno.

Em 1946, Herxheimer sugeriu a existéncia de um mecanismo para a

broncoconstricdo induzida pelo exercicio (BIE)™.

A presenca de AIE pode ser demonstrada em nivei laboratorial
: através da queda de 10% do volume expiratério forgado no primeiro segundo
(VEF) em relagdo ao VEF, basal, pré-exercicio. Alguns autores consideram

que uma queda de 15% do VEF; define um diagndstico mais preciso’’+ %8 .

10, 11,12)

A asma induzida pelo exercicio &€ uma condicdo comum em
asmaticos, na populagdo em geral, bem como em atletas. Quarenta a
noventa por cento dos asmaticos apresentam broncoespasmo ao

exercitarem-se, 0 mesmo ocorrendo em 40% dos pacientes com rinite

alérgica®° ™.

Estudo longitudinal realizado na Dinamarca, com o objetivo de
verificar se o teste de exercicio é capaz de auxiliar na identificacdo de

criangas assintomaticas com alto risco de desenvolver sintomas

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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respiratérios, demonstrou que 9% dos pacientes estudados que

apresentaram hiper-responsividade brénquica ao exercicio tiveram sibilancia

no ano seguinte ao teste de esforco. Além disso, 6% das criancas com teste

- de exercicio positivo desenvolveram tosse no seguimentot.

No Quénia, 1.226 criangas, com idade entre 8 e 17 anos,

provenientes de escolas urbanas e rurais, realizaram teste de exercicio

- durante 6 minutos (corrida ao ar livre). Vinte e trés por cento das criangas

oriundas de escolas urbanas apresentaram queda do VEF maior ou igual a

- 10%, enquanto 13% das criangas provenientes de escolas rurais

- desenvolveram BIE(,

" A BIE ocorre também com freqiéncia elevada em atletas,

influenciando seus desempenhos em competi¢cdes e prejudicando, algumas

~vezes, o alcance de seus objetivos. Em Indianapolis, verificou-se que 35%

~dos patinadores apresentavam broncoespasmo durante as competigdes®;

- 0 mesmo ocorreu em 11% dos Jogadores de héquei suicos estudados em

199717 Em avaliagdo realizada em atletas de uma escola americana,

' observou-se uma taxa significativa de BIE n&o diagnosticada nesses

- individuos. Nove por cento dos atletas apresentaram uma queda de 15% do

-~ pico de fluxo expiratorio apds uma corrida ao ar livre™®).

Pacientes com AIE costumam apresentar uma resposta tipica ao

esforgo fisico. Usualmente, esses individuos conseguem manter e finalizar

~uma atividade fisica vigorosa. Durante os primeiros minutos de exercicio,

existe uma broncodilatagéo inicial. Acredita-se que tal fato ocorra pela

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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liberagdo enddgena de catecolaminas que afetam o tdnus da musculatura
lisa brénquica, embora existam controvérsias em relagdo ao exato
~mecanismo desse efeito® ?. Outros mecanismos postulados para explicar
‘ essa broncodilatagdo incluem: redugdo da temperatura da via aérea, que,
~em cées, inibiu a liberacdo de mediadores, liberacdo de um mediador
‘ broncodilatador, existéncia de um mecanismo reflexo, diminuigdo do ténus

‘vagal, liberagio de peptideos vasoativos intestinais e fatores relaxantes

' derivados do epitélio.

Alguns autores acreditam ser pouco provavel que o mediador
Causador da broncodilatagdo seja uma catecolamina circulante, ja que a
, administracdo de B-bloqueadores n&o atenua o aumento dos fluxos durante
o exercicio’® ®). Qutro estudo, realizado por Sly e colaboradores, mostrou
'Que a infusdo de norepinefrina endovenosa, nas mesmas concentracdes

~achadas durante o exercicio, provocou apenas uma pequena alteracdo no

ténus da via aérea®".

A obstrucdo da via aérea costuma iniciar logo apds o exercicio,
atingindo seu pico entre 5 e 10 minutos, apds o que ha remissao espontanea

~do broncoespasmo, com melhora total da fun¢ao pulmonar em torno de 30 a

60 minutos® 9

Determinados pacientes, entretanto, apresentam broncoespasmo
durante o exercicio, como mostraram Beck e colaboradores em 1994. O
‘objetivo dos autores era demonstrar as alteracdes fisiolégicas associadas

‘aos sintomas de BIE. Estudaram 8 pacientes em 3 dias diferentes. No

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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primeiro dia, 0 paciente exercitava-se com Velocidade constante e, nos dias
subseqlentes, alternava periodos de exercicic com velocidades distintas.
Concluiram que pacientes com BIE podem apresentar constricdo durante o
esforgo, particularmente durante os periodos em que ha diminuicdo da

intensidade do exercicio, embora a obstrucéo seja reversivel se o esforgo for

aumentado('?,

Em 1995, Suman e colaboradores, com o objetivo de avaliar a

- obstrucdo da via ‘aérea durante o exercicio, estudaram 6 pacientes

asmaticos em sessdo de exercicio curta (6 minutos) e longa (20 minutos).
Observaram que a obstrucdo da via aérea ocorreu durante o exercicio,
especialmente em sessbfes longas de esforco, pois a broncoconstricdo

iniciava a partir do 15° minuto do teste®.

Os mesmos autores, para comparar medidas pulmonares durante um
teste de | exercicio longo (20 minutos) com um teste de hiperventilagcdo
isocapnica longa (20 minutos), estudaram 6 individuos asmaticos. O pico de
fluxo expiratério (PFE) e o VEF, diminuiram durante ambos os testes, porém
a resisténcia pulmonar inspiratéria so se elevou durante o teste de exercicio.
A funcdo pulmonar alterou-se apds os testes, como era esperado. Os
autores concluiram que o grau de obstrugdo da via aérea durante o teste de
exercicio prolongado era mais intenso do que o observado durante o teste
de hiperventilagao isocapnica, trazendo dividas quanto & equivaléncia dos

testes no estudo da fungdo pulmonar durante a AIE®.

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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Nove pacientes com AIE e cinco pacientes sem asma foram
estudados por Beck e colaboradores com a finalidade de avaliar os métodos
usados para documentar as alteragdes nas vias aéreas durante e apds o
exercicio. A via aérea foi avaliada por medidas da resisténcia pulmonar (Rp)
e pelo VEF,. A queda do VEF, apds o exercicio foi de 24+14% e a Rp
aumentou 176+153% nos pacientes com AIE; no grupo controle, ndo foram
observadas quaisquer alteragdes nas medidas realizadas. Durante o
exercicio, observou-se uma tendéncia de o VEF; aumentar nos asmaéticos,
ficando inalterado no grupo controle. A Rp, entretanto, apresentou um leve
aumento durante d exercicio em ambos os grupos. Quando as mudangas,
em porcentagem, na Rp e no VEF;, durante e apds o exercicio, foram
comparadas, foi observada uma grande concordancia entre as duas
medidas avaliadas. Os autores concluiram, portanto, que as alteragdes na

Rp e no VEF; produziam indices equivalentes de variagdo da funcao

pulmonar durante e apos o exercicio®?.

Os pacientes em crise de asma precipitada pelo exercicio apresentam
0s mesmos sintomas observados em crises desencadeadas por outros
estimulos, ou seja, apresentam dispnéia, sibilancia, tosse e aperto no peito

associados a hiperinsufiacéo, obstruggo do fluxo aéreo e hipoxemia®.

A gravidade da AIE depende de varios fatores: da duracio,
intensidade e tipo de exercicio, das condigdes do ar ambiente, do intervalo
entre o Ultimo episddio de BIE e o proximo exercicio e da correlagdo entre a

inflamagao eosinofilica da via aérea e a gravidade da crise de asma. O

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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gexercicio deve ser realizado por no mininﬁo 6 minutos para desencadear
. broncoespasmo, e quanto maior o esfor¢o, maior sera a gravidade da crise.
Além disso, alguns esportes s&0 mais propensos a induzir sintomas de
asma. A corrida, por exemplo, induz mais BIE do que a natagdo. Os

exercicios realizados em locais frios e secos costumam provocar

~broncoconstriggo em individuos suscetiveis® 2.
!

Yoshikawa e colaboradores, com o objetivo de verificar a relagdo
entre a inflamacgao edsinofilica da via aérea e a gravidade da BIE, estudaram
21 pacientes asmaticos e 9 controles. Todos os participantes do estudo
’ coletaram amostras de escarro induzido antes da realizagdo de
| broncoprovocagdo com metacolina e exercicio. Os autores verificaram que a
concentracdo de eosindfilos e da proteina catidnica eosinofilica (PCE) no
- escarro era maior nos pacientes com AIE do que nos asmaticos que néo
apresentaram BIE no grupo controle. A gravidade da BIE correlacionou-se
| significativamente com a concentracdo de eosindfilos e PCE no escarro. Ndo
- houve correlagdo entre a hiper-responsividade & metacolina e a gravidade
' da BIE, e entre a concentragdo de eosinéfilos e a PCE no escamo. Os
~autores concluiram que a gravidade da AIE estd mais associada a
V inflamagdo eosinofilica da via aérea do que a hiper-responsividade a
| metacolina. De acordo com isso, & possivel que a broncoconstricio

estimulada por varios mediadores derivados dos mastécitos seja

marcadamente potencializada pela inflamacdo eosinofilica®® .

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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O exercicio é o Unico precipitante natural da asma que induz
taquifilaxia®. Cerca de 45% dos pacientes com AIE apresentam um periodo

refratario caracteristico, durante o qual mais exercicio ndo causa

broncoespasmo. Quando o exercicio € repetido apds intervalos de 30 a 90
minutos, verifica-se que a broncoconstricdo diminui ou néo ocorre® 2. A
| presenga de um periodo refratario parece ser independente do grau de
obstrugdo provocado pelo primeiro teste e inversamente relacionada ao
tempo que separa as duas provocagfes consecutivas pelo exercicio. O

mecanismo preciso para explicar esse fenémeno permanece incerto®.

Estudos que examinaram o efeito da indometacina em homens e
- coelhos sugeriram que a refratariedade a tumos repetidos de exercicio
observada nos humanos e a refratariedade & hiperpnéia observada em
animais sdo ambas dependentes da geragdo de prostaglandinas
broncodilatadoras, embora a indometacina nZo tenha bloqueado a

refratariedade & hiperpnéia em asmaticos humanos®’: 22,

Em 1993, Manning e colaboradores, para testar a hipotese de que o
leucotrieno D4 (LTD4) estimula a liberagdo de uma prostaglandina inibitéria
responsavel pela refratariedade ao exercicio, estudaram 14 pacientes com
histéria de BIE. Apds triagem para documentar a BIE, os pacientes
realizavam duas provocagdes, com exercicio ou com LTD4 com um intervalo
de uma hora entre elas, em dois dias distintos. Oito pacientes prosseguiram
em um protocolo duplo cego, randomizado, controlado com placebo e

Cruzado com flurbiprofeno, inibidor da sintetase de prostaglandinas. Os

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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jautores  verificaram que houve uma reducdo da intensidade do
j;broncoespasmo na segunda broncoprovocagdo com 0 exercicio
f;(refratariedade) e com o LTD4 (taquifilaxia). Observaram também que o
igflurbiprofeno atenuou a taquifilaxia ao LTD4 e a refratariedade cruzada entre
io exercicio e o tratamento com LTD4 ocorridas nesse estudo. A queda
l} média do VEF, provocada pelo exercicio, uma hora apés a provocagdo com

LTD4 foi de 12,3% com placebo e de 17,1% com flurbiprofeno (p = 0 027)
De forma similar, uma hora apds o exercicio, a concentragido necessaria
1 para uma queda do VEF; de 20% com o LTD4foi de 0,73 ug/ml com placebo
e de 0,30 pg/ml com flurbiprofeno. Os autores concluiram que a liberacéo de
LTD4 na via aérea de asmaticos, possivelmente, estimulou a produgdo de

- uma prostaglandina inibitoria que causa refratariedade ao exercicio™.

Bisschop e colaboradores, com o objetivo de testar o efeito do
aquecimento pré-exercicio na AlE, avaliaram trés tipos diferentes de
iaquecimento em 16 criangas asmaticas. Posteriormente, verificaram a
- eficiéncia do melhor tipo de aquecimento em 30 criangas asmaticas. A
fungdo pulmonar foi verificada pela medida do PFE, realizada antes e ap6s o
esfor¢co. Concluiram que uma escala personalizada de aqguecimento antes
' do exercicio atenuava a queda do PFE em 80% das criangas estudadas,

~ provavelmente devido 3§ liberagdo de prostaglandinas inibitérias durante os

~ periodos de aquecimento®.

Outro aspecto controverso relacionado & AIE é a existéncia ou ndo de

~ uma resposta tardia ao exercicio (3 a 12 horas ap6s). Varios estudos

. ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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' descreveram a ocorréncia de uma resposta tardia ao exercicio, com uma

prevaléncia variando em torno de 10 a 89%® °%  No entanto, outros
estudos falharam em demonstrar essa resposta. O grande problema desses
estudos foi a falta de um dia controle para avaliar as variagdes esponténeas

da fungdo pulmonar e compara-las com aquelas observadas durante o dia

do exercicio® %32,

Hofstra e colaboradores, utilizando andlise de regressdo linear
mdltipla para cada’ paciente, estudaram 17 criangas asmaticas com o
objetivo de investigar a ocorréncia de uma resposta tardia ao exercicio. As
criangas, apds a realizagdo de uma triagem para verificar a presenca de AlE,
realizavam medidas VEF; sem provocagao, com provocagdo por exercicio e
por histamina, em trés dias distintos. O VEF; era medido repetidamente
durante oito horas. Os 15 pacientes que concluiram o estudo apresentaram
resposta imediata ao exercicio e a histamina e ndo demonstraram resposta

tardia ao esforco™.

Koh e colaboradores estudaram 17 criangas com asma, com vistas a
determinar quanto uma resposta asmatica tardia ao alergénio
(Dermatophagoides pteronyssinus) poderia alterar a resposta da via aérea
ao exeréicio, levando, também, ao desenvolvimento de uma resposta tardia.
As criangas realizaram teste de esforgo dois dias antes e dois dias apds a
provocagdo com o alergénio. O VEF foi medido durante intervalos regulares,
por 10 horas, apds cada provocagéo, inclusive durante um dia em que n&o

foram realizados testes de provocagdo para avaliar as flutuacdes

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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espontaneas do VEF4. Broncoprovocacdo com metacolina foi feita antes da
provocagé@o com antigeno e antes da realizagéo do teste de exercicio feito
/apos a provocagéo com alergénio. Os autores verificaram que todos os
pacientes apresentaram resposta asmatica imediata isolada apds o teste de

exercicio, antes da inalagdo de Dermatophagoides pteronyssinus. Sete

' criangas apresentaram resposta dupla (imediata e tardia) apds a realizagdo
1do teste de esforgco, apds inalagdo de alergénio. Eles concluiram que a

- resposta tardia ao exercicio ocorria em algumas criangas com asma € que

i
|

| . o Vi ege . .
'esse fato relacionou-se com o aumento da sensibilidade a metacolina,

'causada pelo Dermatophagoides pteronyssinus ®?.

1.1 MECANISMOS DA ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO

Aceita-se que a patogénese da BIE esta associada ao fluxo de calor e
1 agua da mucosa bronquica em diregdo & luz do brénquio com objetivo de

“condicionar grandes volumes de ar que chegam ao trato respiratério

inferior®.

Q ar inspirado tem uma temperatura de 20 a 23° Celsius € 6 a 12
mg/litro de agua (em uma umidade relativa do ar entre 30 e 60%). Em uma
inspiragdo normal, o ar é condicionado, pelo nariz, a uma temperatura de 37°
Celsius com 44 mgl/litro de agua, chegando quente e Umido as vias aéreas

“inferiores®. Durante o exercicio, ha um aumento da frequéncia respiratéria e

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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|
grande parte do ar € inspirado pela boca, chegando a via aérea inferior frio e

seco® 9,

Dentre as hipoteses que tentam explicar os mecanismos da BIE, uma

estd relacionada a alteragéo da temperatura e outra & mudanca na umidade

i
|
4
}
!

i

Inas vias aéreas durante os exercicios fisicos.

|
| A primeira hipétese relaciona-se com o resfriamento da via aérea
‘devido a perda de calor da mucosa brdnquica durante o exercicio,
%provocando constrigéo da microvasculatura bronquica. Ap6és o exercicio, o
j!répido reaquecimento da via aérea ocasiona uma hiperemia reativa com
’éaumento da permeabilidade capilar e edema da parede brdonquica, com

 consequente estreitamento da via aérea”8 %523

Mc Fadden e colaboradores demonstraram, por meio da medida da
;temperatu_ra em diversos pontos da arvore traqueobrénquica, que a queda
‘Eda temperatura na via aérea esta diretamente relacionada ao volume de ar
Einspirado por minuto e inversamente relacionada a temperatura e a
isconcentraq;ém de agua no ar inspirado®™. Entretanto, até o presente

. momento, ndo existem evidéncias mostrando alteragdes diretas no fluxo

“sangiiineo decorrentes de variages da temperatura na via aérea® ",

O surfactante pulmonar estabiliza os alvéolos e mantém a paténcia
| dos brénquios. A sua fungdo pode diminuir devido a inflamag&o da via aérea
e esse fato pode ser agravado com a diminuigidoc da temperatura no trato

- respiratorio inferior que ocorre na AIE. Enhorning e colaboradores avaliaram

| ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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o efeito da temperatura na fungéo do surfactante pulmonar. O estudo
descreveu como as alteragdes na temperatura afetaram a fung&o do
surfactante pulmonar modificado pela inflamag&o. A reac&o inflamatoria foi
obtida de trés maneiras: adicionando proteinas plasmaticas a um preparado
- de surfactante funcionante, infectando o lavado broncoalveolar de ratos com
virus sincicial respiratério e realizando broncoprovocagdo com alergénio em

- pacientes com asma leve. Os autores verificaram que os preparados de

| surfactantes adicionados a proteinas perdiam gradualmente sua fung&o a

medida que a temperatura diminuia. A mesma disfung@o foi observada no

| lavado broncoalveolar de ratos e humanos. Eles concluiram que a
inflamag3o da via aérea diminuiu a agdo do surfactante, principalmente em

baixas temperaturas. Essa poderia ser uma razdo para o aumento da

resisténcia das vias aéreas observado em pacientes com AIE®®,

A nocdo de que a rapida expansdo da microvasculatura bronquica

gera broncoespasmo fica sem justificativas quando estudos mostraram uma

atenuag&o da BIE com o uso de drogas como o cromoglicato de sédio, o

| nedocromil sddico e Bo-agonistas. Nenhuma dessas drogas apresenta

- efeitos significativos na musculatura lisa vascular. Além disso, a AlE pode

- ocorrer mesmo quando ndo ha resfriamento da via aérea ou durante o

exercicio, ou seja, antes da ocormréncia do rapido reaquecimento da via
4 40 . a . . Py

aérea™®®_ O resfriamento dos brénquios parece ser um epifenémeno do

- exercicio, ndo sendo essencial para o desenvolvimento do BIE®?,

| ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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A segunda hip6tese relaciona-se com o ressecamento da via aérea
secundario & perda de agua da mucosa brénquica durante o exercicio, com
0 objetivo de umidificar o ar seco que chega ao trato respiratério inferior.
Como consequéncia da desidratagdo da via aérea, ocorre um aumento da
‘osmolaridade brénquica, induzindo a liberagdo de mediadores pelos

mastocitos. Esses mediadores seriam 0s responsaveis pelo estreitamento da

via aérea(” & 932,37, 41)

Existem algumas evidéncias significativas em humanos de que os
%mastécitos estdo pre.sentes no epitélio da via aérea em condigdes ideais de
éresponder as variagbes osméticas do ambiente™. Sabe-se, também, que os
Emastécitos humanos podem degranular e liberar mediadores em resposta a

alteragdo de osmolaridade da via aérea™® 44,

Argyros e colaboradores, com a finalidade de avaliar o pape! isolado

ida perda de agua na BIE, criaram condigfes para que o gas inspirado
@resultasse na perda de agua do brénquio sem alterar a liberagdo de calor
’;pela via aérea. O estudo demonstrou que o broncoespasmo pode ser
Zjinduzido sem perda significativa de calor e sugeriu que a constricdo

‘brénquica é proporcional & quantidade de agua perdida pela mucosa®®.

Em 1999, foi realizado um estudo em cdes para documentar os
fgefeitos transitorios da hiperventilagcdo com ar seco no volume do fluido da
superficie aérea, bem como na osmolaridade; procurou-se também
fdeterminar se a cinética do volume do fluido da superficie aérea é

i;czonsistente com a hipotese de broncoconstricdo induzida por hiperpnéia,

§ ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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devido a alteragbes da osmolaridade. Os autores verificaram que a
exposicado das vias aéreas sublobares a ar frio, na insuflagao basal, resultou
[{em medidas estaveis do volume e da osmolaridade do fluido da superficie
l aérea e na resisténcia da via aérea. A insuflagdo basal das vias aéreas com
%ar Umido aumentou o volume, mas ndo alterou a osmolaridade. A
hiperventilacdo com ar Umido aumentou o volume do fluido da superficie
aérea e a resisténcia da via aérea, mas diminuiu a osmolaridade. A
hiperventilagdo com ar seco aumentou o volume e a osmolaridade do fluido

da superficie aérea, ’bem como a resisténcia da via aérea. A osmolaridade

do fluido da superficie aérea, durante a hiperventilagdo com ar seco,

correlacionou-se fortemente com a broncoconstricdo e apresentou uma

tendéncia a ser inversamente proporcional ao volume do fluido da superficie

aérea. Os autores concluiram que essas observacdes sdo consistentes com

a hipdtese que sugere que as alteragdes na osmolaridade da via aérea

iniciam a.broncoconstricio periférica®.

Mc Fadden e colaboradores, procurando determinar o quanto a

desidratagdo da via aérea induz asma, estudaram oito pacientes com

- histéria de AIE. Esses pacientes realizavam hiperventilag&o isocapnica por

"1, 2, 4 e 8 minutos enquanto respiravam ar seco com temperatura baixa
(12,54_-2,'7°C) ou com temperatura ambiente (24,310,7°C). Os resultados do

. estudo mostraram que a remogdo de agua do trato respiratério inferior ndo

| pareceu ser a causa primordial da BIE, visto que a inspiracdo de ar frio e

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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'seco provocou um maior estreitamento da via aérea quando comparado ao

causado pela inalago de ar com temperatura ambiente e seco™”.

O mecanismo primario responsavel pelo estreitamento da via aérea

induzido pelo exercicio permanece incerto, porém muitas evidéncias indicam

que o mastdcito tem um papel importante na patogénese da BIE.

1.2 0 MASTOCITO

Os mastdcitos sdo células derivadas de células progenitoras
hematopoiéticas CD34" pluripotenciais que se diferenciam e amadurecem
nos tecidos periféricos, com exceg¢do do pequeno numero de mastdocitos que
| residem na medula 6ssea. Normalmente, eles n&o sdo achados na

circulagdo sanguinea® % %),

Em geral, os mastocitos aparecem como células redondas ou
ialongadas com nucleos ndo segmentados ou, ocasionalmente, bilobulares
%ou multilobulares com condensagdo moderada de cromatina nuclear. Os
mastdcitos contém abundante quantidade de granulos citoplasmaticos, bem
f como corpos lipidicos. Esses granulos, por possuirem proteoglicanos &cidos,
%apresentam a propriedade tipica de exibir metacromasia quando corados

| com corantes basicos® .

Os mastécitos estdo distribuidos por todos os tecidos conjuntivos

- normais, geralmente préoximos aos vasos sanglineos e linfaticos, ao lado ou

| ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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|dentro dos nervos ou sob as superficies epiteliais expostas aoc ambiente
|externo, como os epitélios dos tratos gastrointestinal e respiratério e a pele.
Tais células também sd3o componentes normais da medula 6ssea e de

tecidos linfoides, embora em pequena quantidade® 9.

O conceito de heterogeneidade dos mastdcitos estd baseado em
|

| evidéncias obtidas em estudos com seres humanos e animais. Essas células
podem ter aspectos fenotipicos muito varidveis, bem como variagdes

I marcadas em suas propriedades funcionais, histoquimicas e morfoldgicas.

Estudos de mastécitos derivados do trato gastrointestinal de ratos
%mostraram que eles se dividiam em dois subtipos: mastdcitos provenientes
do tecido conjuntivo e mastécitos provenientes da mucosa. O primeiro
subtipo citado apresenta as seguintes caracteristicas: ndo é dependente de
5 células T, possui grandes concentragdes de histamina, tem a heparjna como

seu proteoglicano predominante e seu maior metabdlito derivado do acido

aracddnico é a prostaglandina D, (PGD,). Ja o segundo subtipo de

1 mastocito citado é dependente de células T, possui pouca concentragio de

istamina, apresenta como seu proteoglicano principal o sulfato de
1
[
§

' condroitina e seu metabdlito principal derivado do acido aracdénico é o

leucotrieno C4 (LTC4) 5",

A extrapolagdo desses achados em ratos para outras espécies,
- especialmente para humanos, ndo é clara. Parece que ha pelo menos dois
|

, tipos distintos de mastécitos no intestino e pulmdo humano; entretanto, a

 diferenciagao entre esses tipos de células é mais sutil e menos clara do que

 ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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a observada nos roedores. Além disso, as subpopulagbes de mastdcitos ndo

{ . n . v 52
ficam confinadas a areas anatomicas especificas® %3,

Os mastécitos humanos eram divididos em dois subtipos de acordo
com a composicdo de suas proteases e a ultra-estrutura dos seus granulos
secretores. Os mastdcitos presentes na mucosa intestinal e nos septos
interalveolares dos pulmdes contém triptase com pouca ou nenhuma

quimase, sendo designados como MC;. Em contraste, a célula encontrada,

em grande quantidade, na submucosa do intestino e na pele contém triptase
le quimase, sendo chamada de MCi®Y. O primeiro subtipo parece
| | _

assemelhar-se ao mastécito derivado da mucosa de ratos e o segundo

subtipo é semelhante ao derivado do tecido conjuntivo dos roedores®?.

Weidner e colaboradores, ao analisar a heterogeneidade dos
imast()citos em relacdo a expressdo de triptase, quimase efou
carboxipeptidase, estudaram mastécitos provenientes de tecidos de
multiplos locais do organismo. Nesse estudo, um terceiro imunofenétipo de
mastocito foi identificado: os MC., mastécitos que possuem quase que
exclusivamente quimase. Verificaram, também, que 95% dos mastdcitos
‘encontrados na pele de mamas e nos linfonodos axilares eram do fenétipo
MC¢.. Nos alvéolos pulmonares, 91% das células encontradas foram do tipo
%MCt, 8% do tipo MC. e 1% do tipo MC.. Na mucosa intestinal, a distribuicdo

\de mastdcitos foi de 58% de MC;, 35% de MCi.e 7% de MC., enquanto que,

‘na submucosa intestinal, 83% dos mastdcitos identificados eram MCy. e 17%

| ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO
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MCC, 0 que documenta, portanto, a diversidade dos mastécitos humanos

dependente de sua localizacao®™.

A observagao histoquimica evidenciou também variagbes no contetido
dos proteoglicanos das células: enquanto as células intestinais apresentam,
predominantemente, sulfato de condroitina E, as células do pulmao

possuem, além desse, heparina, a qual é encontrada, solitaria, nas células

da pele®* %0

Nas espécies- de mamiferos ja& analisadas, foi verificado que os
'mastocitos expressam em sua constituigdo receptores da membrana

§
§
¢
1
i
i

plasmatica que se ligam especificamente e com grande afinidade & porgao

'Fc do anticorpo imunoglobulina E (FceRI)“. #.50)
i

Além da imunoglobulina E (IgE) e de antigenos especificos, varios
{outros estimulos estdo associados com a liberagdo de mediadores pelos
!
:!mastécitds, como substancias biol6gicas, agentes quimicos e estimulos
|
!ﬁsicos. Sabe-se que o componente 48/80, o calcium ionophore A-23187, a
l concavalina A, a polimixina B, peptideos (substancia P), opiaceos
1 endogenos (endorfinas), o 0zdnio, o bidxido sulfdrico, o frio, a alteragdo da
; osmolaridade e a concentragdo de ions hidrogénio (pH) podem provocar a
! degranulagio dos mastacitos® ®©-57).

Ao serem ativados, os mastocitos promovem a exocitose dos granulos

i
1

pré-formados, a sintese de mediadores lipidicos derivados de precursores
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|
armazenados nas membranas das células e, em alguns casos, nos corpos

lipidicos e iniciam a transcricgo, a translagdo e a secregéo de citocinas™®.

A ativacdo da fosfolipase C especifica do fosfatidilinositol da
membrana plasmatica do mastécito catalisa a quebra do fosfatidilinositol
! bisfosfato em fosfatidilinositol! trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O DAG,

através da ativagéo da proteinoquinase C, fosforila cadeias leves de miosina,

?provocando a quebra dos complexos actino-miosina existentes abaixo da

|membrana plasmatica. Tal fendmeno leva & exocitose dos grénulos pré-

| formados'“®,

O IP; liga-se a receptores especificos no reticulo endoplasmatico da
| célula, permitindo a entrada de calcio com consequente elevagdo intracelular
| desse ion. O célcio, ligado & calmadolina, ativa uma quinase de cadeias
| leves de miosina, provocando a exocitose de mediadores por mecanismos ja

descritos. Além disso, tal ion ativa a fosfolipase A, que é a enzima envolvida

na geracdo de mediadores lipidicos® (Figura 1).

A estimulagdo do mastécito também ativa a enzima adenilciclase
através de GTP proteina heterotrimétrica. Tal fato provoca o aumento do
| AMP ciclico que ativa a proteinoquinase A. Essa proteina inibe a
1 degranu.lag;éo do mastécito, o que sugere a existéncia de uma via de

retroalimentag&o negativa®.
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Figura 1: Eventos bioquimicos da ativagao do mastoécito

Os mastécitos contém ou elaboram, sob estimulo adequado, uma
série de mediadores. Alguns desses sd3o armazenados em estado pré-

i R , - o :
. formado nos granulos citoplasmaticos e outros séo sintetizados depois de

. Sua ativacao.

Os mediadores pré-formados s&o as aminas biogénicas (histamina),
proteoglicanos (heparina), proteases serinicas, carboxipeptidases A e
quantidades pequenas de sulfatases e exoglicosidases. Os mediadores pos-

* formados incluem os leucotrienos, as prostaglandinas e as citocinas.
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A histamina é produzida no mastocito pela descarboxilacdo da
histidina® %" %®_ O maior local de armazenamento da histamina nos tecidos
€ o mastocito. Os basdfilos sdo a fonte de maior parte da histamina presente
Ino sangue humano® ®). Ela fica armazenada nos granulos secretores junto
com a heparina e algumas enzimas. A produg&o de histamina por essas
células é lenta; uma vez liberada pelos mastéeitos, pode levar semanas até

i que esse autacdide retorne ao normal® *®). A histamina é liberada 5 minutos

a partir da reacao alérgica, descrevendo uma curva descendente em cerca

|

? de 30 minutos®.
{

A histamina liberada age ligando-se a receptores especificos em

diferentes tecidos do organismo. Foram identificados trés subtipos de

' receptores: Hy, Hy e Hgt*® 5",

Os receptores H; estéo localizados nas células epiteliais da via aérea,

em macréfagos e células alveolares. Esses receptores vdo mediar a

i contracdo da musculatura lisa da via aérea, o extravasamento da

| microvasculatura bronquica e a vasodilataggo bronquica® %" *). Além disso,

a presencga da histamina nos receptores Hi vai provocar o aumento de
transporte de ions pelo epitélio da via aérea, o aumento da secrecdo de

glicoproteinas e a estimulagdo do clearance de muco e pode aumentar a

quimiotaxia de células como neutréfilos e eosindfilos®?. A estimulagio
desses receptores ativa a fosfolipase C, com subseqlente secrecdo de IP;,

que ira aumentar a concentragdo de céicio intracelular®.
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Os receptores H, foram identificados no pulm&o, mas sua localizagdo

precisa permanece desconhecida. Os efeitos da histamina mediados pelos
receptores H, incluem: relaxamento da musculatura lisa do brénquio,

|aumento da permeabilidade vascular, aumento da secregdo de muco

glicoprotéico, aumento de AMP ciclico, que pode inibir a liberagdo de

| mediadores, e supressao do efeito quimiotéxico sobre os leucécitos®’ >,

Os receptores Hs podem estar envolvidos na inibi¢do de liberagdo de

| histamina pelos mastécitos e basofilos, por meio de um mecanismo de

retroalimentagdo. Tais receptores podem inibir a neurotransmiss&c em

ganglios parassimpaticos, assim como podem impedir a liberagdo de

acetilcolina dos nervos colinérgicos pds-ganglionicos na via aérea de porcos
e humanos. Os receptores Hs também foram identificados em eosindfilos

humanos, mas sua fungéo é incerta®.

As proteases neutras sdo o principal componente protéico dos
granulos secretores dos mastocitos. Quantitativamente, a triptase, uma
endopeptidase serinica, € a principal enzima armazenada nos granulos
citoplasmaticos dos mastacitos humanos. Ela fica acondicionada em sua

forma ativa, formando um complexo estavel com a heparina®® %89,

A triptase apresenta a sua libera¢do maxima entre 15 e 20 minutos

apos a degranulagdo do mastocito, declinando a seguir com meia-vida entre

uma hora e meia e duas horas e meia®* %64
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Quantidades despreziveis de triptase foram detectadas nos baséfilos

de humanos“.

Como a triptase parece ser especifica dos mastocitos humanos, a sua

determinagio ¢ utilizada como marcador da atividade dos mastécitos“®©%),

A quimase também é uma protease serinica armazenada em sua

forma ativa nos grénulos de alguns mastocitos®. A funcdo das proteases

| mastocitarias, in vivo, €& pouco conhecida. Quando injetada

intradermicamente em ovelhas, a triptase induz uma resposta cutinea
imediata especifica de hipersensibilidade. Quando inalada por animais,
promove, por si s6, broncoconstricdo imediata, evidenciada pelo aumento de

resisténcia ao fluxo aéreo pulmonar®.

O 'metabolismo oxidativo do acido aracdbnico pela enzima
ciclooxigenase vai produzir as endoperoxidases ciclicas PGG, e PGHa, que,

devido a agio de isomerases de prostaglandinas, véo produzir as

prostaglandinas D, (PGD»), E2 (PGE2), F2 o (PGF2.), 12 (PGl2) e tromboxano

Az (TXAz).

A PGD; produz broncoconstricdo da via aérea humana®, pela acgio
nos receptores TP+®, bem como pela estimulagdo indireta pré-sinptica de
nervos colinérgicos®®. Pode aumentar a responsividade da via aérea a

histamina e & metacolina inaladas por pacientes asmaticos(™.
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A PGF, , também possui potencial para causar broncoconstricio e

laumento da responsividade brénquica apds a inalagdo de alergénios por

humanos™.

O TXA; é um potente broncoconstritor em humanos, aléem de ser
implicado na patogénese da hiper-responsividade das vias aereas de
caes™ e primatas™), na resposta cuténea tardia a alergénios intradérmicos
em humanos™, na resposta imediata & inalagdo de alergénios em caes™,
na resposta tardia a inalagio de alergénios em asmaticos™ e na hiper-

responsividade da via aérea em asmaticos!’”.

As prostaglandinas ditas inibitérias (a PGE; e a PGIly) provocam
| relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas e antagonizam a resposta

contrétil a agonistas broncoconstritores™.

Existem evidéncias de que essas prostaglandinas estariam envolvidas

na taquifilaxia a histamina'™ e na refratariedade ao exercicio® ®.

Os leucotrienos LTB4, LTC4, LTDse LTE4 s30 moléculas derivadas da
Iipoxigehagéo do acido aracddnico. Apesar de cada uma dessas moléculas
ter um papel na patogénese da asma, o LTC4, 0 LTD4 e o LTE4apresentam

uma implicagdo maior no inicio e na manutengéo da resposta asmatica®.

O &cido aracdbnico catalisado pela 5-lipoxigenase, que por sua vez foi
ativada por uma proteina especifica (FLAP), produz o 4&cido 5-
hidroperoxyeicosatetraendico (5-HPETE) e o leucotrieno As (LTAY),

consecutivamente. O LTA4, sob a agdo da LTA4-hidrolase, ira produzir o
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L TB4; ja sob a acdo do LTCs-sintetase, iréa produzir o LTCs, o LTDs e o
LTEL®,

Os leucotrienos produzem importantes efeitos na resposta asmatica,
incluindo obstrucéo da via aérea, edema tecidual e produgdo de muco pelas
glandulas da submucosa bronquica®. Um efeito proeminente dos
leucotrienos é a sua capacidade de provocar estreitamento das vias aéreas
em individuos normais®" 82 & 8) Essas moléculas vdo promover uma

| broncoconstrigao mais potente e prolongada que outros mediadores®84 %),

As citocinas constituem um grupo heterogéneo de glicoproteinas
| sintetizadas e secretadas de modo tipico por diversas células em resposta a
ativagdo ou lesdo. Essas glicoproteinas podem modular as respostas imunes
especificas e a inflamag&o imunologicamente especifica, em virtude de sua

| capacidade de alterar a fungdo ou expressdo de genes das células alvos

sensiveis as suas acdes®.

Os mastécitos representam uma fonte potencial de citocinas que
podem influenciar a inflamag&o alérgica e cujas sintese e liberagdo podem
ser induzidas por mecanismos dependentes de IgE. Alguns mastécitos de
camundongos ativados contém niveis aumentados de RNA mensageiro para
as interleucinas (IL) 1a, 3, 4, 5, 6, GM-CSF, MIP-1a e MIP-1p e secretam

substancias com bioatividades correspondentes a elas (IL-1, IL-3, IL-4, IL-6,

IL-9, GM-CSF e IL-13)®6.87.88)
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Os mastécitos humanos parecem constituir uma fonte potencial de
imuitas citocinas, como é o caso do fator de necrose tumoral o (TNF-a), do
’fator de crescimento fibroblastico basico e das IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-
13%0. 89,

Essas citocinas, além de estarem estocadas nos granulos dos

mastdcitos, s30 também geradas por mecanismos de transcrigio™.

A producéo dessas citocinas parece ser fundamental para as relacdes
existentes entre a ativagdo dos mastocitos dependentes de IGE e a

inflamac&o que se desenvolve durante as reagdes de fase tardia da asma‘®”.

Efetivamente, o mastécito tem sido considerado a célula efetora
priméria da reagdo imediata de hipersensibilidade. A participacdo dessa

célula na fisiopatogenia da AIE parece ser fundamental para a ocorréncia

desse fendmeno.

Mastécitos degranulados foram encontrados em tecidos de bidpsias
bronquicas, trés horas apés o exercicio, em pacientes com BIE®?. Analises
morfométricas de fragmentos obtidos de bidpsias brénquicas de caes
‘também revelaram a presenga de mastécitos degranulados durante e

imediatamente ap6s a hiperpnéia com ar seco nesses animais®".

i ;. ., . . .
5 Varios estudos baseados em dados farmacolégicos indicaram de

forma indireta a participagéo do mastécito e seus mediadores na patogénese

da AIE(QQ, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100)

Em um grupo de pacientes com BIE, foi evidenciado um aumento

significativo, apds exercicio, dos niveis de 9a,113-PGF, urinario, um
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metabdlito da PGD,, em adultos, demonstrando clara evidéncia de ativagao

do mastdcito durante a AIE(".

Suzuki e Freed demonstraram que a broncoconstricdo induzida por
'hiperventilagéo, em modelos caninos de AIE, aumentou significativamente a
‘concentragéo de LTC4-E4, PGD2, PGF; e TXB, no lavado broncoalveolar
de c&es quando comparada com a de lavado broncoalveoalar de controles, o

|que reafirma a importancia do mastécito na fisiopatogenia da BIE('%?.

As populagdes de mastdcitos humanos contém misturas variaveis de

theparina (cerca de 60 Kd) e de proteoglicanos de sulfato de condroitina®®
| 49

Os proteoglicanos exercem vérias fungdes biolégicas dentro e fora
/das células. Por meio de interagbes idnicas, ligam-se & histamina, as
proteases e as carboxipeptidases, podendo contribuir para o
| armazenamento e acondicionamento dessas moléculas dentro dos granulos
| secretores™® ® %. 80 pyrante a degranulagdo dos mastdcitos, além de
| poderem estar envolvidos na cinética de liberagdo dos mediadores das

matrizes dos granulos, podem também controlar a atividade de alguns dos

mediadores associados® 9,

O papel desses mediadores, liberados na degranulag&o do mastdcito,

na resposta alérgica da via aérea ainda & incerto.
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1.3 HEPARINA

A descoberta da heparina esta relacionada a Mc Lean, estudante de
medicina que em 1916 descobriu um anticoagulante fosfolipidico.
Posteriormente, em 1922, Howell descobriu a heparina, assim chamada por

Isua abundancia no figado'®.

A heparina é um polissacarideo linear complexo, com cerca de 60 a
1100 mil daltons, atado, de forma covalente, a um nucleo protéico, achado

| nos granulos secretores dos mastocitos!'®.

Ela é sintetizada, a partir de precursores de agucar UDP, em um
| polimero de residuos de &cido D-glucorénico e N-acetil-D-glucosamina,
altemando-se ao longo de sua estrutura’’® %4 ™) Esse polimero sofre uma
série de modificagbes: N-desacetilaggo e N-sulfatagio dos residuos de
glucosamina, epimerizagdo do &cido D-glucorénico em acido L-idurénico,
sulfatagio dos residuos dos &cidos idurénicos e glucordnicos na posigdo Co
e sulfatacéo dos residuos de glucosamina nas posi¢des C; e Cs. Cada uma
dessas modificagdes origina uma grande variedade de estruturas de
oligossacarideos incompletos com a cadeia de glicosaminoglicano presente.

O sulfato de heparina é sintetizado sempre a partir do mesmo precursor'™,

A heparina é encontrada em todos os tecidos que possuem

mastadcitos.
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A heparina ndo fracionada (HNF) é obtida da mucosa intestinal de
porcos ou de pulmdo de boi. Trata-se de fragmentos de uma mistura
|heterogénea de polissacarideos sulfatados, com peso molecular variando

em torno de 5 mil a 30 mil daltons e com uma média de 50 unidades

i sacarideas!® 104.105)

As acbes fisiolégicas dessas moléculas ndo sdo completamente
‘entendidas. Parece que a heparina estabiliza as proteases no interior dos
| mastécitos e modula‘a liberagio de alguns mediadores por essa célula®:
®. 81,108 Fiq ¢ rapidamente ingerida e destruida pelos macréfagos apés a

sua liberagdo pelos mastocitos, ndo sendo detectada no plasma em

circunstancias normais(® 1%,

A HNF apresenta uma seqiéncia de pentassacarideos com alta
afinidade para ligar-se com a antitrombina 11l (ATHII), uma proteina produzida
pelo figédo. Essa interacgdo com a ATIIl altera a conformacdo dessa
| proteina, causando uma aceleragdo de sua habilidade em inativar fatores de
coagulacdo ativos, como a trombina (fator It) e o fator X, , principalmente.
| Um terco das moléculas de heparina contém a sequéncia pentassacaridea
necessaria para a ligagdo com a ATIIl. Além de inibir os fatores da
: coagu!a{,:éo ja citados, ela inativa outros fatores de coagulacdo da via

intrinseca, como os fatores IXa, Xla, Xll, e a calicreinat!® 104105

A heparina também catalisa a inativag&o da trombina por um segundo

cofator plasmatico, chamado cofator Il da heparina, que é especifico para a
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trombina. Essa agdo somente ocorre com doses muito altas dessa

substancig!1® 109

O efeito anticoagulante da heparina é medido por sua atividade anti-

[fator X, e anti-fator Il,, sendo que a HNF apresenta uma razao de 1:1¢%",

Em vérios estudos com a heparina, evidenciou-se que ela possui

alguns efeitos n&o relacionados ao seu importante efeito anticoagulante.

A heparina age como um antagonista competitivo do IP3, ligando-se a

seus receptores especificos no reticulo endoplasmatico de varias células,

| inibindo, consequientemente, a liberagio e o aumento de célcio intracelular.

Tiras da artéria pulmonar principal de coelhos foram estudadas, com o
objetivo de analisar o efeito da heparina na liberagdo de célcio intracelular

induzida pelo IP; e pela cafeina na musculatura lisa desses animais. A

heparina ‘bloque0u a liberagdo de célcio induzida peloc |IP3;, mas ndo a
induzida pela cafeina, de forma dose-dependente. Esse fato indicou que a

| heparina n&o afeta o contetido de célcio do reticulo sarcoplasmatico e nem a

permeabilidade do calcio pela sua membrana, efeito atribuido a cafeina. Tais

resultados, portanto, mostraram evidéncias significativas de que a heparina

é um antagonista especifico do IP5"®.

O mesmo efeito da heparina na liberagdo de calcio estimulado pelo
IP3, a partir de microssomas de figado de ratos, foi encontrado em um outro

estudo. A heparina ndo afetou a liberagéo de calcio estimulado pelo GTP, o
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que mostra que, em figados de ratos, o aumento de célcio intracelular pode

ocorrer por diferentes mecanismos!'®.

Estudando células permeabilizadas de musculatura lisa (DDTy MF-2)
ou fragbes da membrana microssomal isoladas a partir de células intactas,
foi observado que a ago inibitdria da heparina na liberagdo de calcio pelas
células é feita através do canal IP; de forma especifica e potente. Nenhuma

! alteragdo nas outras vias de transporte de célcio foi encontrada com o uso

da heparina™?.

Em 1990, Chilvers e colaboradores identificaram um sitio de ligagéo
especifico e de alta afinidade para o IP3zna musculatura lisa da via aérea da
| traquéia bovina. A ligagéo era maxima em um pH de 7,75 e era desfeita pela

| heparina, ndo sendo afetada por alteragdes na concentragio de caicio™"".

A heparina ndo é absorvida pelo trato gastrointestinal, devendo ser
{ administrada de forma endovenosa ou subcutanea. No plasma, ela tem alta
afinidade pelas proteinas plasmaticas, pelas células endoteliais e pelos
macrofagos, apresentando uma biodisponibilidade baixa e uma resposta
anticoagulante heterogénea e imprevisivel. Essas caracteristicas da
heparina fazem com que o seu uso deva ser monitorizado através do tempo

de tromboplastina parcial ativado (ATTP)('% 104105107

A meia-vida da heparina depende da dose do farmaco utilizado.

Quando se administram 100, 400 e 800 unidades por quilo de heparina
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endovenosa, a meia-vida &, aproximadamente, de 1, 2 e 5 horas

|respectivamente!'® 109

A heparina é eliminada em duas fases, de modo dose-dependente:
uma fase rdpida, saturavel, refletindo a captagéo hepatica, e uma fase mais
lenta, correspondendo & depuragdo renal. Ela apresenta a caracteristica de

In&o ultrapassar a barreira placentaria’® %4 1%,

Recentemente, Bendstrup e colaboradores verificaram, em voluntarios
normais, a farmacocinética da heparina administrada por via inalatéria. O
{objetivo do estudo era o de determinar a porcentagem de heparina radioativa
’depositada no trato respiratério inferior apdés uma dose Unica da droga, no
[caso, nebulizacdo de 90 mil unidades da droga, e a sua distribuicdo nas vias
laéreas periféricas, intermedidrias e centrais e a cinética da heparina
aerolisada. Os autores observaram que 8% da heparina nebulizada chegou
|ao trato respiratorio inferior, correspondendo a 7 mil unfdades. Quinze por
cento da substancia ficou nos filtros da boca, 32% ficou nos filtros de
\exalacéo e 53% permaneceu no nebulizador como volume morto. A heparina
distribuiu-se de forma uniforme pelos pulmdes e fqi eliminada de forma lenta,
visto que 39% da droga permanecia neles apdés 24 horas. Setecentas
‘unidades de heparina-Tc®™ foram absorvidas no sangue em um tempo
Iméximo de 61 minutos apds o inicio da inalagdo. Nenhum efeito
anticoagulante foi detectado com uma dose Gnica de heparina inalada®'?,
‘Esses dados foram semelhantes aos de um estudo prévio dos autores, onde

foi caracterizada a distribuicdo das particulas e a demanda de varias

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO




1 INTRODUGAO 35

formulas e concentragBes de heparina nebulizadas por nebulizadores ultra-

sonicos e jets""?,

Os efeitos adversos relacionados com o0 uso da heparina sdo
hemorragias, trombocitopenia, lesdes cuténeas, inclusive com necrose,
reagGes de hipersensibilidade, alteragdes hepaticas, hipercalemia devido a

hipoaldosteronismo, osteoporose e priapismo!'®- 194 1%,

As indicagdes clinicas da heparina estdo basicamente relacionadas
ao seu efeito anticoai;ulante; ela é efetiva na prevengéo e tratamento da
:trombose venosa e embolia pulmonar, no tratamento da fase inicial de
’angina instavel e infarto agudo do miocardio, em pacientes que realizaram
‘cirurgias cardiacas, em pacientes que colocaram stents coronarianos e em

|casos selecionados de coagulaggo intravascular disseminadal'® 199,

As acdes *ndo anticoagulantes da heparina incluem interagcdo com

varios fatores de crescimento'?, modulagdo da proliferacio celular''> 118

117, 1 u L .

% regulagdo da angiogénese''® e modulacdo de proteases e
enzimas®) Ela também possui propriedades antiinflamatorias e
antialérgicas’® 12" 122 regula a fungéo de células inflamatériast'® 124 12,

possui atividade antiviral’®® e anticomplemento!’??, bem como atenua a

| BIE(128,12§,130)
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1.4 HEPARINAS DE BAIXO PESO MOLECULAR

As heparinas de baixo peso molecular (HBPM) foram desenvolvidas a
ipartir da década de setenta, estimuladas por uma série de observagdes que

demonstravam vantagens em relaggo & HNF(% 131,

Elas s&o derivadas da HNF pela despolimerizagdo quimica ou
enzimdtica ou por meio de técnicas de cromatografia, que provocam a
dessulfatagdo da molécula, originando fragmentos que possuem

aproximadamente um terco do tamanho da HNF(1%% 132

Essas moléculas possuem um peso molecular que varia entre 4 mil e

16,5 mil daltons, com uma média de 15 unidades sacarideas!'® 07,

Moléculas de heparina com menos de 18 unidades sacarideas s@o
imenos habeis em formar o complexo ternario (heparina ligada & ATlll e &
'trombina), necessario para inativar a trombina. Em consequéncia desse
fendbmeno, as HBPM apresentam uma raz&o anti-fator X, e anti-fator I, que
varia de 2:1 até 4:1, pois mantém sua atividade contra o fator X, , com

| reduzida ago sobre o fator 11,1 15107,

Muitas sdo as vantagens, ja definidas, das HBPM em relagdo as HNF.
Elas apresentam resposta anticoagulante mais previsivel, nio sendo
necessario monitorizar a anticoagulagao, devido a sua reduzida capacidade

| de inativar a trombina, e se ligam menos as proteinas plasmaticas e as
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células endoteliais. A biodisponibilidade dessas moléculas € melhor com
doses mais baixas, sendo maior que 90% apds a aplicagdo subcutanea da
droga. A depuracio é dose-independente e sua meia-vida plasmatica € mais
longa. Isso decorre da menor ligagdo das HBPM as células endoteliais e
macrofagos. E bem provavel também que essas substancias promovam

menos sangramentos, bem como menor incidéncia de osteoporose e

| trombocitopeniat’®* 105107,

Elas s&o eliminadas por via renal e ndo ultrapassam a barreira

| placentarig('®4 105, 107)

As HBPM sao indicadas para a profilaxia de trombose venosa
| profunda em cirurgia geral e ortopédica, em les&o aguda da medula espinhal
|eem politraumatismo, bem como para o tratamento da trombose venosa,
angina instavel e acidente vascular encefdlico, entre outras indicagdes,

embora a relativa pouca experiéncia com essa droga suscite algumas

| duvidas em relaggo ao seu uso(®* 10131,

Assim como a HNF, as HBPM possuem atividades antiinflamatérias.
Evidéncias demonstram que, quanto menor o peso molecular da heparina,

maior € sua ag&o antiinflamatoria e menor é sua acdo anticoagulante'> 139,
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1.5 AGOES ANTIALERGICAS DA HEPARINAS

A heparina € um componente dos granulos dos mastocitos cuja
funcéo, entre outras, é estabilizar as proteases. Embora o papel da heparina
enddgena ainda seja incerto, varios estudos foram feitos para verificar as

acOes antialérgicas das heparinas.

Ahmed e colaboradores, em 1992, para estudar o efeito da heparina
inalatéria na broncoconstricdo induzida por estimulos imunolégicos e néo
gimunolégicos, verificaram a resisténcia das vias aéreas de 15 ovelhas
alérgicas a Ascaris suum (antigeno), antes e depois da provocagido com um
’antl’geno especifico, com histamina, com carbacol e com o componente
48/80. Em dias diferentes, cada animal foi exposto a antigenos e égonistas
f inalatérios apds ter sido pré-tratado com heparina inalatéria em doses de
100, 300 e 1.000 unidades por quilo. Eles observaram que a heparina
linalatéria reduziu a bronconstricdo induzida pelo antigeno (BIA) de forma
dose-dependente, bem como atenuou, marcadamente, a broncoconstricdo
induzida pelo componente 48/80 (agente ndo imunolégico da degranulagéo
jlel¢] mastécito). Entretanto a heparina inalatéria falhou em atenuar a
'broncoconstrig:éo induzida pelo carbacol e pela histamina, o que sugere que
essa droga poderia néo ter efeito direto na musculatura lisa da via aérea. A
heparina inalatéria ndo modificou o tempo de tromboplastina parcial ativada.
Quando administrados em doses equivalentes, a heparina N-sulfatada e o

isulfato de dextran falharam em atenuar a BIA, sugerindo que a atividade
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antialérgica da heparina n&o estaria relacionada a sua estrutura
;mucopolissacaridea. Os autores concluiram que a heparina inalatéria
preveniu a broncoconstricdo induzida por estimulos imunolégicos e n&o
{imunolégicos que provocam a degranulagdo do mastdcito, sem inibir a

contragio da musculatura lisa da via aérea™™.

Acreditando que a heparina age como um antagonista competitivo do
| IP3, mensageiro sec;undério envolvido na degranulagdo do mastdcito, um
{ outro estudo procurou determinar o efeito da heparina em reacdes mediadas
pelos mastocitos: a reagio cutanea imediata e a broncoconstricao induzidas
por antigeno, pela histamina e pelo composto 48/80 em 23 ovelhas. Os
| autores estudaram, também, o efeito dessa droga, in vitro, na liberagdo de
| histamina por mastécitos isolados de Gteros humanos. Verificaram que a
,’ heparina inibiu a resposta cutanea imediata bem como a broncoconstrigéo
| induzida por antigeno e pelo componente 48/80 de forma dose-dependente,
| ndo alterando a resposta cutdnea e a broncoconstricdo induzida pela
histamina. Nos mastdcitos uterinos pré-tratados com heparina, houve uma
| inibicdo da liberacdo de histamina induzida pela IgE, fato que ndo ocorreu
quando se utilizou o calcium ionophore (A23187). Tais resultados sugerem
que a acgio da heparina estaria relacionada a modulagcdo dos mediadores

liberados pelos mastécitos, sem inibir, portanto, receptores nos 6rgéos alvos

terminais!'3®.

Bowler e colaboradores, procurando compreender o papel da

| heparina na hipersensibilidade imediata, investigaram o efeito do pré-
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tratamento com heparina, administrada de forma inalatdria e endovenosa, na
resposta cutdnea e pulmonar a alergénios .e a histamina em 10 pacientes
alérgicos. Os autores demonstraram que uma dose de 25 unidades por quilo
de heparina, administrada de forma endovenosa 10 minutos antes da
provocag&o, reduziu a resposta cutanea a alergénios e a histamina. Em 15
|pacientes asmaticos, a heparina inalatéria (20 mil unidades) inibiu o
broncoespasmo induzido por antigeno. Nao houve alteragéo do ATTP apods
136 horas da inalagdo de heparina. Esses dados sugerem que a heparina

pode ter um papel importante nas reagdes mediadas pelos mastécitos™”.

Para avaliaf a acdo da heparina na broncoconstricdo induzida por
:hiperventilagéo (BiH) e determinar se seu mecanismo de agdo envolve a
{inibic&o da produgio e liberagdo de mediadores, Suzuki e colaboradores
mediram a resisténcia das vias aéreas antes e apds provocacdo com ar
‘seco, com e sem pré-tratamento com heparina inalatéria em cées. Foi
{avaliado também o efeito da heparina na liberagio de mediadores no lavado
broncoalveolar. Eles verificaram que a substancia reduziu significativamente
a BIH, bem como inibiu a produgéo e a liberagdo de mediadores causadas
pela provocacdo (LTCs — E4, PGD,, PGF, e TXBy), 0 que sugere que a

| heparina inibe a degranulagdo do mastécito'%2.

Em 1993, Ahmed e colaboradores estudaram a farmacodinamica da
iheparina. A resisténcia especifica da via aérea de oito ovelhas alérgicas a
| Ascaris suun foi medida antes e 5 minutos apés a inalag&o desse antigeno.

Em dias diferentes, a provocogéo com o antigeno foi repetida apés pré-
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tratamento com heparina inalatdria (1.000 UI/Kg) administrada 20 minutos, 6,
12 e 24 horas antes do teste. O mesmo foi feito com o pré-tratamento com
heparina endovenosa administrada 20 minutos, 1, 6 e 12 horas antes da
lprovocacdo com o antigeno. A farmacodindmica da heparina na resposta
cutdnea imediata & provocagdo com antigeno também foi avaliada, bem
como a degranulagdo do mastdcito e a liberagdo de histamina por essa
célula, in vitro. Os autores observaram que a heparina administrada de
|{forma inalatéria e endovenosa atenuou a BIA de forma tempo-dependente,
{OU seja, prolongando-se o tempo entre o pré-tratamento e a provocagdo com
| 0 antigeno, diminui o efeito inibitério da heparina inalatéria. Em contraste, o
aumento do tempo entre o pré-tratameno e a provocagdo com antigeno
| aumentou os efeitos inibitérios da heparina endovenosa na BIA. Além disso,
a heparina endovenosa atenuou a resposta cutanea imediata ao antigeno de
| maneira tempo-dependente, bem como inibiu a degranulacdo do mastocito e
| a liberaggo de histamina por este. A heparina inalada n&o alterou o ATTP, o
| mesmo n&o ocorrendo quando ela foi administrada por via endovenosa. Os
autores concluiram que os efeitos antialérgicos da heparina s&o tempo-

dependentes e que a via de administragdo da droga influencia nesse

aspecto™®),

Em um estudo, in vitro, com tiras da musculatura lisa traqueal de
ovelhas tratadas com heparina e nedocromil sédico, os autores
evidenciaram que a heparina bloqueava a contragio da musculatura lisa

induzida pelo Ascaris suum sem afetar a resposta contratil a acetilcolina, um
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agonista direto da musculatura lisa. Esse efeito foi semelhante ao do
| nedocromil sédico, sugerindo, novamente, uma agéo relacionada com a

liberagio de mediadores pelos mastocitos”'™.

Varios estudos testaram a acéo da heparina na hiper-responsividade

| da via aérea (HRVA).

Ahmed e colaboradores avaliaram, os efeitos da heparina na HRVA
induzida por um antigeno especifico e pelo fator de ativacéo plaquetaria, um
| mediador pré-inflamatério que induz HRVA sem causar degranulagdo do

mastdcito, em 17 ovelhas. No estudo, in vitro, foi estimada também a
| degranulago de mastdcitos derivados de peritdnio de ratos, mediada pelo
IP3, pelo calcium ionophore (A-23187) e pela IgE. Os autores observaram
que o pré-tratamento com heparina inalatéria preveniu a BIA e a HRVA pés-
| antigeno. A heparina administrada imediatamente apds a provocagdo com
antigeno falhou em modificar a magnitude e a duragio da BIA e da HRVA
induzida por antigeno, bem como em alterar a resisténcia da via aérea e a
HRVA induzida pelo fator de ativagdo plaquetaria. A heparina, de forma
dose-dependente, inibiu a degranulagédo dos mastdcitos mediada pelo IPs e
pela IgE, sem atenuar os efeitos do calcium ionophore. Concluiram que as
acdes da heparina, possivelmente, ocorram por inibigdo do canal IPsz e ndo

por suas agdes antiinflamatérias®.

A acdo da heparina inalatéria na hiper-responsiviade brénquica
induzida pela metacolina foi avaliada em 13 pacientes com asma leve. Os

autores realizaram um estudo randomizado, cego e cruzado onde um teste
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| de broncoprovocagéo com metacolina era feito 45 minutos apés a inalagdo

de placebo ou heparina. Demonstrou-se que a heparina inalatéria provocou
um aumento na DPyy da metacolina de 5,26+4,8 mg/ml para 10,57+5,72
| mg/ml (p < 0,0002). Concluiram que a heparina pode ter um papel inibitdrio
| na broncoprovocagdo com metacolina, possivelmente por agdo direta na

musculatura lisa da via aérea, embora essa agao seja pouco entendida#".

Em um estudo duplo cego, randomizado e cruzado foram estudados
| oito pacientes com asma leve, para verificar o efeito de doses mudltiplas de
| heparina inalatéria na resposta asmatica imediata e tardia a alergénios.
Durante o estudo, um teste de broncoprovocacdo com histamina foi
realizado 24 horas antes e depois da provocagido com alergénio. Cinco
doses de heparina ndo fracionada (1.000 UI/Kg) ou placebo foram inaladas
90 e 30 minutos antes da provocagéo com alergénioe 2, 4e 6 horas apds a
provocacgo. Foi verificado, pelos autores, que a heparina atenuou, embora
sem significAncia, a resposta imediata ao alergénio e reduziu

significativamente a resposta tardia. O mecanismo para explicar esse

fendmeno nao é conhecido'?,

Um outro mecanismo de agdo da heparina na reatividade brénquica
foi proposto em estudo realizado por Pavord e colaboradores. Os autores
testaram a hipétese de que ‘a heparina inalatéria poderia inibir a
broncoconstrigao induzida por neurotransmisséo colinérgica. Realizaram um
estudo duplo cego e randomizado com 11 pacientes com asma leve. Apds

pré-tratamento com heparina inalada (1.000 Ul/Kg) ou placebo, esses
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pacientes realizavam uma broncoprovocagdo com metabissulfito de sédio.
:Nove pacientes realizaram, também, uma broncoprovocacdo com
metacolina. Eles observaram que a heparina ndo causou alteracdo na
"coagulag;éo sanglinea e no VEF( e ndo apresentou efeito na resposta
| broncoconstritora ao metabissulfito de sédio e a metacolina, ou seja, a agdo
| inibitéria da heparina inalatéria ndo ocorreu por vias neurais ou por agéo na

|musculatura lisa da via aérea'®.

Durante a realizagcdo dos estudos que avaliaram as atividades n&o
anticoagulantes da heparina, foi observado que a heparina inalatoria n&o
| alterava o ATTP. Foi levantada, entdo, a hipotese de que as atividades
| antialérgicas dessa droga estariam relacionadas as suas propriedades nao

anticoagulantes e ao seu peso molecular.

Em 1998, Martinez-Salas e colaboradores estudaram o efeito de
heparinas com pesos moleculares diferentes (PM médio, PM baixo e PM
| ultrabaixo) na broncoconstricdo induzida por antigeno e na HRVA de ovelhas
| alérgicas. A resisténcia da via aérea foi medida em 22 ovelhas antes e
| depois da provocagdo com antigeno, com e sem tratamento com as
heparinas fracionadas. A responsividade da via aérea foi estimada antes e 2
horas apés a provocagéo com antigeno. Os resultados obtidos sugeriram
que as HBPM atenuam a BIA e a HRVA e que existe uma relacéo inversa
entre a atividade antialérgica das heparinas fracionadas e o peso molecular.

A heparina com peso molecular ultrabaixo foi mais efetiva na prevencéo da

BIA e da HRVA(*,
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Em outro estudo com ovelhas alérgicas, os autores analisaram os
efeitos de uma fragdo néo anticoagulante da heparina (LA-heparina) na BIA,
na HRVA,; e na degranulagdo do mastocito. Tais efeitos foram comparados
aos resultados obtidos com uma HBPM. Verificaram que o pré-tratamento
com a LA-heparina atenuou a BIA de forma dose-dependente, porém falhou’
em atenuar a HRVA, ja o pré-tratamento com a HBPM atenuou tanto a BIA
quanto a HRVA de forma dose-dependente. Ambas inibiram a degranulagéo
do mastécito,” porém a LA-heparina foi quatro vezes mais potente. Os
autores concluiram que fragées no anticoagulantes da heparina mediam a
atividade antialérg'ica das heparinas e, que, provavelmente, esse fenémeno

relaciona-se a prevengéo de degranulagéo dos mastécitos'>?.

A partir desses resultados, Molinari e colaboradores estudaram os
efeitos de uma heparina ndo fracionada e de trés heparinas fracionadas
(héparinas de médio, baixb e ultrabaixo peso molecular) na HRVA induzida
por antigeno, quando administradas apds a provocagdo com antigeno, em
20 ovelhas alérgicas. Além disso, verificaram a liberagdo de histamina no
lavado broncoalveolar dessas ovelhas com e sem o pré-tratamento com
heparina. Observaram que as heparinas ndo fracionadas de médio e baixo
péso molecular falharam em modificar a HRVA ao antigeno, enquanto que a
heparina de ultrabaixo peso molecular inibiu @ HRVA de forma dose-
dependente. A heparina n&o fracionada e as de baixo peso molecular
inibiram a liberagdo de histamina no liquido do lavado broncoalveolar, o

mesmo nido ocorrendo com a heparina de ultrabaixo peso molecular.
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Concluiram que a modificagdo da HRVA induzida por antigeno & peso
molecular dependente. Além disso, por meio de um mecanismo nédo
dependente dos mastécitos e desconhecido, a heparina de ultrabaixo peso
molecular mostrou-se capaz de atenuar a HRVA quando administrada apos

a provocagao por antigenot'™®.

Campo e colaboradores estudaram comparativamente os efeitos de
uma fragdo ndo anticoagulante da heparina, com trés pesos moleculares
distintos (alto:w médio e ultrabaixo peso molecular), na BIA, na HRVA e na
liberag&o de histamina no lavado broncoalveolar de 23 ovelhas. Observaram
que essa fragdo ndo anticoagulante da heparina atenuou a BIA e a HRVA de
forma peso molecular dependente, mas falhou em inibir o aumento da
histamina no lavado broncoalveolar causado pela provocacgéo antigénica.
Tais dados indicaram que a atividade antialérgica da heparina inalatoria
séria independente da sua agdo anticoagulante e residiria em <2.500 ULMW
chains. A atividade antialérgica dessas fragbes de heparina é mediada por

mecanismos desconhecidos®*.
O papel da heparina inalatéria também foi estudada na BIE.

Ahmed e colaboradores compararam o efeito da heparina inalatéria
na AlE com o do cromoglicato de sédio. Uma dose unica de 1.000 Ul/Kg de
heparina ou 20 mg de cromoglicato foram administrados, por via inalatéria,
45 minutos antes da realizagdo de um teste de exercicio em esteira
ergométrica, em 12 pacientes com histéria de AIE. A queda maxima da

condutancia especifica da via aérea foi de 9%, 22% e 35%, respectivamente,
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com o pré-tratamento com heparina, cromoglicato de sédio e placebo.
Ambas as substancias apresentaram efeitos significativamente diferentes em
relagéo ao placebo, sendo que a heparina foi significativamente superior ao
cromoglicato de soédio. Cinco pacientes realizaram um teste de
broncoprovocagdo com histamina apéds pré-tratamento com heparina ou
placebo. A heparina n&o afetou a broncoconstrcéo induzida pela histamina.
Os autores concluiram que a heparina preveniu a BIE sem interferir na
broncoconstricdo induzida pela histamina, o que sugere que a égéo da
heparina poderia estar relacionada com a prevengdo da liberagdo de
mediadores ao invés de agir diretamente na musculatura lisa do brénquio,

inibindo o canal 1P5(%).

Em 1996, o mesmo grupo de pesquisadores investigou a
farmacocinética da heparina inalatéria em pacientes com AIE e comparou o
efeito dessa droga com o do cromoglicato de s6dio. Nove pacientes com AIE
realizaram teste de exercicio apds 15 minutos, 1, 3 e 6 horas do pré-
tratamento com heparina, cromoglicato ou placebo inalados. A heparina
inibiu a broncoconstrigdo induzida pelo exercicio em 58%, 78% e 67%
quando inalada 15 minutos, 1 e 3 horas antes do exercicio, respectivamente.
0 cromoglicato de soédio inibiu em 37%, 46% e 41% a BIE, respectivamente.
Ambas foram inefetivas quando administradas 6 horas antes do exercicio.
Os autores concluiram, portanto, que a heparina inalatéria preveniu a AIE

por até 3 horas, sendo mais efetiva que o cromoglicato'®.

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO



1 INTRODUGAO 48

Foi estudado, também, o efeito da enoxaparina na AIE. Treze
pacientes asmaticos realizaram um teste de exercicio apds 45 minutos da
inalagdo de heparina nao fracionada, enoxaparina (0,5 mg/kg, 1,0 mg/kg e
2,0 mg/kg) ou placebo. Foi realizada, também, uma broncoprovocagao com
metacolina apds 45 minutos da inalagdo de enoxaparina (2 mg/kg) ou
placebo. Os autores verificaram que pré-tratamento com heparina nao
fracionada preveniu a BIE em 31%, enquanto que a enoxaparina preveniu o
broncoespasmo, de forma dose-dependente, em 28%, 38% e 48%'quando
foram administradas 0,5 mg/kg, 1,0 mg/kg ou 2,0 mg/kg da substancia,
respectivamente. A enoxaparina nao apresentou efeito na broncoconstricdo
induzida pela metacolina e ndo alterou a atividade plasmatica do anti-fator
Xa. Esses dados demonstraram que a droga preveniu a BIE de maneira
dose-dependente, provavelmente por uma agdo independente de seus

efeitos anticoagulantes™.

Em vista desses dados, acredita-se que o estudo das heparinas, por
via inalatéria, na prevenc&o do BIE traria informagdes importantes a respeito
da fisiopatogenia da AIE, podendo servir de estimulo para o

desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da doenca.
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2.1 GERAL

Estudar os mecanismos envolvidos na broncoconstrigdo induzida pelo

exercicio.

2.2 ESPECIFICOS

» Verificar o efeito protetor da heparina de baixo pesc molecular no

broncoespasmo induzido pelo exercicio.

e Comparar o efeito protetor da heparina de baixo peso molecular ao

da heparina nao fracionada na broncoconstricdo induzida pelo exercicio.

e Verificar o tempo de agdo das heparinas na inibicdo do

broncoespasmo induzido pelo exercicio.
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3.1 DELINEAMENTO

Estudo cruzado, duplo cego, onde o paciente foi seu préprio controle.

3.2 SELECAO DE PACIENTES

Foram avaliados pacientes voluntérios provenientes do ambulatorio
de pneumologia do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul (PUCRS). Os pacientes assinaram um termo de

consentimento aprovado pelo Comité de Etica do hospital (Anexo A).
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3.2.1 Critérios de incluséo“

Foram avaliados pacientes assintomaticos, ndo tabagistas, com

historia de asma induzida pelo exercicio.

3.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes com histéria de infecgdo recente do trato
respiratério (Gltimos trés meses), doenca cardiolégica, hepatica e distarbio
de coagulagdo, bem como aqueles em uso de medicacdo preventiva para

asma.

3.3 AVALIACAO DA FUNGAO PULMONAR

A funcdo pulmonar foi avaliada através da curva fluxo volume
(espirémetro computadorizado Erich Jaeger) com a medida do volume
expiratério forcado ao final do primeiro segundo (VEF+). A tabela dos valores
previstos utilizada pelo aparelho é a de Zepletal, para criangas, e a da

European Community Committee Spirometry (ECCS), para adultos.
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3.4 TESTE DE ESFORGO

O teste de esforgco foi realizado numa esteira ergométrica com
monitoriza¢ado eletrocardiogréfica. Antes do inicio do exercicio, o paciente
permanecia em repouso por 30 minutos. Iniciava-se o exercicio com u.ma
velocidade de 1,7 milhas/hora e inclinagdo de 10%. O esforco era
aumentado gradativamente, através da elevagdo da inclinagdo e/ou
velocidade: da esteira, até o paciente atingir 85% da sua freqiéncia maxima
prevista. Ao atingir a frequéncia submaxima, o paciente permanecia em
exercicio por 10 minutos. A frequéncia maxima era calculada subtraindo-se
220 da idade do paciente. Durante o exercicio, o paciente usava um clipe
nasal. Imediatamente apds o teste de esforco, o paciente realizava uma
curva fluxo volume, repetindo-se o procedimento a cada 5 minutos, até

completar 30 minutos ou até o paciente retornar aos seus valores basais('?,

A formula utilizada para calcular a porcentagem de queda do VEF;

pos-exercicio foi: (VEF basal - VEF pbs-exercicio) / VEF; basal X 100.

A férmula utilizada para calcular a porcentagem de protegdo das
heparinas foi: (% de queda do VEF; basal - % de queda do VEF, com a

droga) / % de queda do VEF, basal X 100¢'®.
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3.5 AGENTES

Os agentes utilizados no estudo foram heparina de baixo peso
molecular (enoxaparina, peso molecular de 4.500 daltons), heparina ndo
fracionada derivada da mucosa de suinos e soro fisioldgico a 0,9%
(placebo). Os dois primeiros agentes eram diluidos com soro fisioldgico para

formar uma solugao com volume final de 4 ml.

3.6 AEROLIZAGAO

As solugbes de enoxaparina e placebo foram administradas através
de um nebulizador de ar comprimido (White Martins - fluxémetro AR) durante

20 minutos. O didmetro aerodinamico medio das goticulas liberadas pelo

nebulizador foi estimado em 4,5 um.

3.7 PROTOCOLO

Todos os testes foram realizados no laboratdrio de fungdo pulmonar
do Hospital S&o Lucas da PUCRS, onde a temperatura e a umidade
ambiente permanecem constantes (22 graus centigrados e umidade relativa

do ar menor de 50%). Os pacientes deveriam suspender o uso de By
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agonista 24 horas antes de cada teste de exercicio. O estudo foi dividido em

8 dias, com intervalo de no minimo 7 dias entre eles.

o Dia 1: realizagdo de espirometria, seguida de teste de esforgo,
com objetivo de documentar a magnitude do broncoespasmo induzido
pelo exercicio. Todos 0s pacientes que apresentaram uma queda do VEF, )

maior ou igual a 15% prosseguiram no estudo.

e Dia 2: realizagdo da espirometria seguida da inalagdo de
placebo. Apés 1 hora da inalagdo do soro fisioldgico, era realizada nova
espirometria, seguida do teste de esforco e subseqlentes medidas do

VEF; a cada 5 minutos.

e Dia 3 : realizacdo da espirometria, seguida da inalagdo de 1
mg/Kg de enoxaparina. Era realizada nova espirometria 1 hora apos a
inalagéo da droga, seguida do teste de esforgo e subseqlentes medidas

do VEF, a cada 5 minutos.

e Dia 4: realizagdo da espirometria, seguida da inalagdo de 1
mg/Kg de enoxaparina. Era realizada nova espirometria 3 horas apos a
inalagdo da droga, seguida do teste de esfor¢o e subsequentes medidas

do VEF, a cada 5 minutos.

o Dia 5: realizagdo da espirometria, seguida da inalagdo de 1
mg/Kg de enoxaparina. Era realizada nova espirometria 6 horas apés a
inalacdo da droga, seguida do teste de esforgo e subseqiientes medidas

do VEF, a cada 5 minutos.
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» Dia 6: realizacdo de espirometria, seguida da inalagcdo de 1.000
Ul de heparina/Kg (dose maxima=80.000 Ul). Apds 1 hora da inalagdo da
droga, era realizada nova espirometria, seguida do teste de esforco e

subsequentes medidas dos volumes pulmonares a cada 5 minutos.

¢ Dia 7: realizacéo de espirometria, seguida da inalagdo de 1.000 ‘
Ul de heparina/Kg (dose méaxima=80.000 UI). Apés‘ 3 horas da inalacao
da droga, era realizada nova espirometria, seguida do teste de esforgo e

subsequentes medidas dos volumes pulmonares a cada 5 minutos.

¢ Dia 8: realizagdo de espirometria, seguida da inalagdo de 1.000
Ul de heparina/Kg (dose maxima=80.000 Ul). Apés 6 horas da inalacéo
da droga, era realizada nova espirometria, seguida do teste de esforco e

subsequentes medidas dos volumes pulmonares a cada 5 minutos.

Amostras de sangue venoso foram coletadas pré e pds-exercicio (aos
5 minutos apés o esforgo), com pré-tratamento com placebo, enoxaparina e

HNF, para posterior dosagem de mediadores inflamatérios.

3.8 DOSAGEM DE HISTAMINA, LEUCOTRIENOS E

INTERLEUCINAS

As amostras de sangue foram centrifugadas a 6.000 rpm, por 5

minutos, e o plasma foi armazanado a -20° Celsius para posterior utilizag&o.
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A quantificagdo de histamina foi feita por radioimunoensaio na Central

de Radioimunoensaio de S&o Paulo (CRIESP).

A quantificag@o dos leucotrienos C4, D4 e E4 foi realizada pelo método
de ensaio imunoenzimatico com o kit comercial Amersham Pharmacia

Biotech, catalogo RPN 224, seguindo-se as recomendagdes do fabricante. O -

limite minimo de deteccéo é de 0,015 pm/pl.

A quantificacdo das interleucinas IL-2, IL-4, IFN-3 foi realizada pelo
método de EIINSA com os kits comerciais OptEIA human (Pharmigen),
catalogos 2627Kl, 2629KI e 2613Ki, respectivamente, seguindo-se as
orientagbes do fabricante. Os limites minimos de detecgdo foram de 7,8

pag/ml, 7,8 pg/mi e 4,7 pg/ml, respectivamente.

Os leucotrienos e as interleucinas foram quantificados no Instituto de

Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Com a finalidade de comparar as varias mensuragdes do VEF; basal

de um individuo, em diferentes dias do estudo, utilizou-se a analise de

variancia de medidas repetidas (ANOVA).
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Para identificar diferencas entre os VEF; basais registrados antes e
apds as medicagbes no mesmo individuo, aplicou-se o teste t de Student
para amostras pareadas. Procedimento idéntico foi aplicado para verificar
provaveis diferencas nas quedas do VEF{ nos diferentes tempos pds-
exercicio, nos oito dias do estudo e nas concentragbes de histamina
sanglinea nos dias de pré-tratamento com HNF e ‘HBPM. O teste t de
Student para amostras nd3o pareadas foi utilizado para a analise das
diferengas de concentragdo da histamina nos dias de pré-tratamento com

placebo.

Com o proposito de comparar o efeito protetor das HNF e das HBPM,

expressos em porcentagem, aplicou-se o teste de Wilcoxon.

Para as tomadas de decisbes dos procedimentos acima, adotou-se

um erro do tipo I (o ou nivel de significancia) igual a 0,05 ou 5 %.

O software usado foi o Minitab, versdo 12 para Windows, de fevereiro

de 1998.
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Foram realizados 79 testes de exercicio para diagndstico de AIE no
laboratério de fungdo pulmonar do Hospital S&o Lucas da PUCRS, no
periodo de margo de 1996 a junho de 2000. Dezoito desses testes foram

positivos (23%) e 61 foram negativos (77%) (Figura 2).

61 (77%)

® Sem asma induzida
pelo exercicio

#% Com asma induzida
pelo exercicio

18 (23%)

Figura 2: Testes de exercicio realizados de margo de 1996 a junho de
2000

Nove pacientes prosseguiram no protocolo. Os demais foram

excluidos devido aos seguintes motivos: taquiarritmia ventricular durante o
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exercicio (1), necessidade de medicacdo preventiva para asma com

corticoide inalatério (3) e recusa a prosseguir no estudo (5).

Foram estudados 5 homens e 4 mulheres com média de idade de 23
anos, com um desvio padrao de 9,33. A Tabela 1 mostra as caracteristicas

da amostra estudada.

Tabela 1 - Caracteristicas da populagao estudada

. Paciente Sexo Idade (anos)
K F 27
2 M 38
3 M 17
4 M 21
5 F 22
6 M 37
7 F 14
8 F 12
9 M 19
Média + DP | 23£9,33

F = feminino; M = masculino.

Todos os pacientes apresentavam VEF; e CVF basais acima de 80%

no primeiro dia do estudo, conforme demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 - VEF, CVF e VEF{/CVF basais na triagem

Paciente CVF % CVF VEF, % VEF; VEF,/CVF

1 4,60 135 3,56 120 77,30
2 472 105 3,96 100 83,80
3 5,40 106 4,28 100 79,20
4 5,40 100 4,16 82 77,03
5 368 95 2,88 85 78,20
6 4,96 110 3,20 85 64,50
7 3,80 107 3,24 108 85,20
8 2,84 93 2,28 89 80,00
9 6,04 112 5,24 113 86,75

Médiat DP 4,60+1,0 107 +12,3 3,64+0,87 98+ 13,66 79,1+6,77

CVF = capacidade vital forgada; VEF; = volume expiratorio forgado no primeiro segundo;
VEF; / CVF = razdo entre volume expiratorio forgado no primeiro segundo e capacidade
vital forgada; %CVF = porcentagem sobre o previsto da capacidade vital forgada;
%VEF, = porcentagem sobre o previsto do volume expiratorio forcado no primeiro
segundo.

Analisados pela ANOVA, os resultados das medidas de VEF; basal na
amostra, nos diferentes dias do estudo, revelaram um valor estatistico de
F=0,15, que esta associado a um valor probabilistico (prob-value) igual a

0,988; portanto, os VEF basais nos oito dias de estudo foram semelhantes

entre si (Tabela 3).
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Tabela 3 - VEF, basais nos diferentes dias do estudo*

Paciente Triagem Placebo HNF HEPM
1h 3h 6h 1h 3h 6h

1 3,56 3,64 368 352 340 3,04 3,16 3,48
2 396 404 412 440 412 396 416 416
3 4,28 4,08 408 444 424 3838 404 444
4 4,’.1'6 4,96 500 476 468 492 500 496
5 2,88 3,16 3,16 288 324 304 304 292
6 3,20 3,20 348 296 332 340 336 304
7 3,24 3,562 348 372 344 29 3,36 3,48
8 2,28 2,36 288 260 232 248 276 3,20

5,24 5,20 540 524 472 488 472 488

9

Médiat DP 3,6440,87 3,80:0,89 3,920,83 3,8440,92 3,7210,78 3,6210,86 3,7310,78 3,8410,79

HNF 1, 3, 6h = heparina néo fracionada administrada 1, 3 e 6h antes do exercicio; HBPM 1, 3,
6h = heparina de baixo peso molecular administrada 1, 3 e 6h antes do exercicio.

As sete possiveis comparagdes entre o VEF; pré e pos-tratamento

com placebo, heparina n&o fracionada e heparina de baixo peso molecular,

por via inalatéria, nos diferentes intervalos de pre-tratamentos estéo

demonstrados na Tabela 4.

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO



4 RESULTADOS

65

Tabela 4 - Efeito do pré-tratamento com Placebo, HNF e HBPM

no VEF, nos diferentes intervalos de tratamento

Tratamento Intervalos Pré-Tratamento Pés-Tratamento P

Placebo
1h 3,8040,89 3,67+0,78 0,14
3h - - -
6h - - -
HNF

| 1h 3,92+0,89 3,90+0,80 0,68
3h 3,8410,92 4,11£095 0,06
6h 3,72+0,78 3,87+0,73 0,20

HBPM

1h 3,62+0,86 3,64+0,85 0,39
3h 3,730,78 3,85¢0,85 0,16
6h 3,8440,79 3,82+0,75 0,69

Valores sdo apresentados como média + desvio-padrao.

As combinagbes entre as porcentagens de queda do VEF; pos-

exercicio, durante 30 minutos, nos diferentes dias do estudo originaram 49

resultados estatisticos que estéo representados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Porcentagem de queda do VEF pés-exercicio nos diferentes
intervalos de tratamento*

T_e mpo Triagem Placebo HNF HEPM
(minutos) th 3h 6h 1h 3h  6h

0 1522+ 1033+ 956+ 011+ 522+ 133+ 122+ 7,89+

13,54 1444 10,99 10,04 1567 10,02 13,75 8,12

P - 0,251 0,051 0,026 0079 0,022 0,018 0,088
5 2667+ 22,78+ 1367+ 5561 10,11+ 1011+ 567+ 12562
12,55 1253 12,83 856 1641 9,99 11,77 14,16

P - 0,318 0,000 0,004 0,024 0,001 0,001 9,021
10 2456+ 2056+ 10,22+ 3,56+ 867% 6,89t 6,89+ 10,00+
19,76 1958 1356 880 16,08 13,16 13,93 14,98

P - 0,384 0,004 0,021 0,042 0,006 0,033 0,024
15 2333+ 17,56+ 9,33% 011+ 856+ 6,11 311+ 92231

18,31 1826 16,16 11,03 16,17 $1236 11,75 10,91

P - 0,173 0,001 0,015 0,042 0,001 0,003 0,009
20 2067+ 1800+ 944% 011% 700 400t 111+ 8221

20,25 2012 16,04 10,39 17,80 1393 1456 968

P - 0,535 0,003 0041 0,078 0,004 0,003 0,034
25 1567+ 16,11+ 967+ 056+ 567+ 467+ 056+ 678%
15,91 17,11 1531 799 16,71 1427 13,06 1096

P - 0,907 0086 0050 0,148 0,012 0,014 0,056
30 1544+ 1511+ 756t 0,11+ 500% 222: 100% 2674%

17,77 1749 1444 851 1429 1525 1314 870

P - 0941 0068 005 0,108 0014 0017 0,098

* Dados s3o apresentados como média + desvio-padréo. Foram analisados estatisticamente
os dados do dia de tratamento com os da triagem.
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Na triagem, a queda méaxima do VEF; foi de 26,67% + 12,55% aos
cinco minutos pds-exercicio e de 24,56+19,76% aos dez minutos; no dia de
pré-tratamento com placebo, a queda foi, respectivamente, de 22,78+12,53 e
de 20,56+19,58%. As comparagdes entre as quedas do VEF; , nesses dois

dias, através do teste t de Student para amostras pareadas, mostraram

p = 0,318 aos 5 minutos e p = 0,384 aos 10 minutos, sem diferenca

estatistica (Figura 3).
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Figura 3: Efeito do pré-tratamento com placebo na queda do VEF; pés-
exercicio (a queda do VEF; ndo apresentou diferenca
significativa em relagé@o a triagem). Dados s&@o apresentados

como média t desvio-padrao.
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A queda média do VEF; apds o exercicio, com pré-tratamento com

HNF 1, 3 e 6 horas, foi de 14+13%, 6+8% e 10+16%, respectivamente, aos 5

minutos e de 10+13%, 4+9% e 9+16% aos 10 minutos. Em todos os

intervalos de pré-tratamento, a HNF atenuou significativamente a queda do

VEF; (Figura 4).
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Figura 4: Efeito do pré-tratamento com HNF na queda do VEF, , p6s-
exercicio, nos diferentes dias de pré-tratamento (em A, Be C,
em litros por minuto; em D, E e F, porcentagem do previsto).
Dados sdo apresentados como média * desvio-padrao.
* Significativamente diferente da triagem (p < 0,05)
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A gueda média do VEF ap6s o exercicio, com pré-tratamento com
HBPM 1, 3 e 6 horas, foi de 10+10%, 6+£12% e 13+14%, respectivamente,
aos cinco minutos e de 7+13%, 7+14% e 10+15%, aos dez minutos,
respectivamente. Em todos os intervalos de pré-tratamento, a HBPM

atenuou significativamente a queda do VEF; (Figura 5).
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Figura 5: Efeito do pré-tratamento com HBPM na queda do VEF;, p6s-
exercicio, nos diferentes dias de pré-tratamento (em A, Be C,
em litros por minuto; em D, E e F, porcentagem do previsto).
Dados sdo apresentados como média * desvio-padrao.
* Significativamente diferente da triagem (p < 0,05)
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A HNF protegeu a queda do VEF; induzida pelo exercicio em 48%,
78% e 63% aos 5 minutos e em 58%, 83% e 62% aos 10 minutos quando

administrada, respectivamente, 1, 3 e 6 horas antes do teste de exercicio

(Figura 6).

EHNF 1h
B HNF 3h
B HNF 6h

% protegdo da broncoconstrigéo

5 minutos 10 minutos
Tempo

Figura 6: Porcentagem de prote¢do de broncoconstricio com HNF aos
5 e 10 minutos

A HBPM protegeu a queda do VEF; induzida pelo exercicio, aos 5
minutos, em 63%, 78% e 52% e, aos 10 minutos, em 70%, 70% e 58%

quando administrada 1, 3 e 6 horas antes do teste de esforgo,

respectivamente (Figura 7).
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CIHBPM 1h
B HBPM 3h
| HBPM 6h

% protecao da broncoconstrigio

5 minutos 10 minutos
Tempo

Figura 7: Porcentagem de prote¢cdao de broncoconstrigio com HBPM
aos 5 e 10 minutos

O efeito protetor méximo ocorreu quando as heparinas foram

administradas 3 horas antes da provocag&o com o exercicio.

Com o proposito de comparar o efeito protetor da HNF com o da
HBPM na AIE no mesmo grupo, aplicou-se o teste de Wilcoxon nas
diferencas. Tal teste permitiu apurar o intervalo de [-13,5; 12] para a
mediana com uma confian¢a calculada de 94,1%, o que demonstra nio

existir diferenca no efeito protetor das drogas na AIE, nas doses utilizadas.

Seis pacientes coletaram amostras de sangue antes e ap6s o
exercicio no dia de tratamento com placebo. Desses pacientes, trés
coletaram amostras de sangue antes e apds o exercicio com pré-tratamento

com heparina e trés antes e apos o tratamento com enoxaparina.
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N&o houve diferenga significativa entre a concentraco de histamina
pré e pos-exercicio nos dias de pré-tratamento com placebo e HNF, s6
ocorrendo uma queda significativa da histamina pés-exercicio quando se
utilizou enoxaparina antes do teste de esforgo (Tabela 6).

Tabela 6 - Concentragéo de histamina (ng/ml) nos diferentes dias de -
pré-tratamento

Placebo Enoxaparina HNF
Pacientes
pré poés pré poés pré pos

2 0,7 6,8 - - 0,7 3,4
3 6,‘9 0,6 2,6 1,5 - -
4 - 1,2 - - 0,9 18
5 0,8 0.8 - - 0,9 1,1
8 0,9 0,6 3,9 1,4 - .
9 0.8 1,6 5,9 1,6 - .

Média + DP 2,0242,7 1,9310,99 4,1310,96 1,5+1,6 0,83+0,11 2,111,8

As concentragdes de leucotrienos cisteinicos estdo demonstradas na

Tabela 7. Os resultados foram inexpressivos.
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Tabela 7 - Concentragédo de leucotrienos cisteinicos (pg/ml) nos
diferentes dias de pré-tratamento

Paciente Placebo Enoxaparina HNF
pré pos pré pos pré pos
2 0 0 - - 0] > 0,96
3 > 0,96 0 0 >09 - -
4 > 0,96 0 - - 0 0
5 0 0 - - 0 > 0,96
8 0 0 > 0,96 > 0,96 - -
9 >096 >09 085 081 - -

* _ Limite de detecgéo de 0,015 pg/ml

A IL-2 e o IFN-8 foram indetectaveis pelos métodos utilizados.

Tabela 8 mostra os valores de IL-4.

Tabela 8 - Concentragéo de IL4 (pg/ml) nos diferentes dias de pré-

tratamento
Paciente Placebo Enoxaparina

pré pds pré pés pré pés
2 0 <78 - - 9 16,4
3 0 355 405 18,7 - i
4 0 <78 - - 0 0
5 0 0 - - <78 <78
8 30,7 47,8 <78 0 - -
9 0 <78 57,7 26,9 - -

“_ Limite de detecgdo de 7,8 pg/mi
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Analisando paciente a paciente, observou-se um aumento da IL-4
apds o exercicio em 5 dos 6 pacientes estudados no dia de pré-tratamento

com placebo. Os valores de {L-4 diminuiram pds-exercicio no dia de pré-

tratamento com enoxaparina.

Considerando que o método utilizado detecta a IL-4 somente a partir
de 7,8 pg/ml, ndo foi possivel aplicar um teste estatistico. Como houve uma
diferenca grande nos valores de IL-4 basais nos diferentes dias de coleta,
n&o foi possivel comparar os dados obtidos no dia de pré-tratamento com

placebo com os dados do dia de pre-tratamento com enoxaparina.
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As heparinas nao fracionadas e as de baixo peso molecular atenuam
o broncoespasmo induzido pelo exercicio quando administradas até 6 horas
antes do teste de esforgo. O provavel mecanismo de acéo para essa

protecso est4 na modulagéo de mediadores pelo mastocito, via canal IPs.

Estudando os pacientes que vinham ao laboratério de fungéo
pulmonar com histéria de BIE, observou-se que 23% confirmaram o

diagnéstico pelo teste de esforgo em esteira ergometrica.

A prevaléncia descrita de sintomas desencadeados pelo exercicio em
| ia de 40% a 90%“%19
pacientes com asma varia de o a o . 0 mesmo ocorrendo em
. - P (¢) . .
40% dos pacientes com rinite alérgica®. Essa disparidade pode dever-se ao
fato de que os pacientes encaminhados ao laboratério para o teste
formavam um grupo heterogéneo, ja que diversos setores e especialidades

solicitavam o exame e a histéria clinica nem sempre era bem fundamentada.

A grande variagdo na prevaléncia de AIE nos diversos estudos
realizados, provavelmente, decorra das diferencas na selegdo de pacientes

(gravidade da asma), do tipo de exercicios empregados no teste (corrida ao
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ar livre, esteira ou bicicleta ergometrica) e de critérios utilizados na

demonstragso do broncoespasmo®®.

Estudo realizado em 1.071 criangas menores de 12 anos, no Quénia,
encontrou uma prevaléncia de AIE de 22,9% em criangas urbanas e de
13,2% em criangas provenientes da zona rural, considerando-se como
diagnéstico uma queda do VEF maior ou igual a 10%, apds a realizagéo' de
corrida ao ar livre.

Em 1998, Kukafka e colaboradores avaliaram a prevaléncia de AIE
em 214 atletas através de corrida ao ar livre. Verificaram que 9% dos atletas

apresentaram uma queda do PFE maior ou igual a 15% apds o exercicio!'®.

Leuppi e colaboradores encontraram uma prevaléncia de 11,5% de
BIE em atletas de hoguei no gelo”, enquanto Manix e colaboradores
verificaram que 35% dos patinadores no gelo estudados apresentaram uma

queda do VEF, maior ou igual a 10%19.

Sano e colaboradores, quando avaliaram a prevaléncia de AIE em 71
pacientes com histéria prévia de asma leve, moderada ou grave,
encontraram 45,1% de testes positivos, definidos como uma queda do VEF,
maior ou igual a 15%, os quais ocorrem de forma mais freqUente no grupo

de pacientes com asma moderada a grave!'®.

No presente estudo, 9 pacientes completaram todas as etapas de
avaliag&o, perfazendo um total de 56 testes de exercicio realizados. A idade

média+DP dos pacientes foi de 239,33 anos. O diagndstico de AIE &
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geralmente feito em pacientes jovens, criangas e adolescentes, grupos que
costumam realizar mais atividades fisicas, além de n&o apresentarem
comorbidades que influenciem no diagndstico. Em trés estudos em que foi
avaliado o efeito das HNF e¢ da HBPM na BIE, as idades médias dos
pacientes foram de 27, 25 e 27 anos, sendo semelhantes ao grupo aqui

avaliado“ 28‘129’130).

Todos os pacientes apresentavam VEF; e CVF basais maiores que
80% do previsto na triagem, ndo havendo, portanto, pacientes com

obstrucao importante da via aérea antes do exercicio.

Os valores de VEF; basais, nos oito dias de estudo, foram
reprodutiveis, ou seja, os pacientes iniciaram o teste de esforgo com valores
de VEF; semelhantes em cada dia do estudo, ndo havendo influéncia do

VEF; pré-exercicio nas quedas e prote¢des obtidas durante o protocolo.

O pré-tratamento com placebo, HNF e HBPM n&o induziu efeito
significativo nos valores de VEF{, demonstrando que as variagdes da fungéo

pulmonar ocorreram exclusivamente pela provocagio com exercicio.

Coletivamente, esses achados ressaltam a importancia do efeito
protetor das heparinas na AIE, visto que sua agdo nao sofreu influéncias
extrinsecas (agdo ambiental e de drogas) ou intrinsecas (gravidade da

asma).

Considerando-se que o diagnostico de AIE é definido pela queda do

VEF; maior ou igual a 10%, embora alguns autores acreditem que uma
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queda do VEF; maior ou igual a 15% estabeleceria de forma mais precisa a
presenca de AIE(288101112 o presente estudo - apresentou quedas
significativas do VEFy apbs o exercicio, estabelecendo com clareza o

diagndstico.

Os pacientes apresentaram uma resposta tipica a provocagéo com
exercicio, atingindo um pico de obstrugdo no quinto minuto pds-exercicio,
com melhora gradual do VEF; até o trigésimo minuto. A segunda maior

queda do VEF ocorreu no décimo minuto apds esforgo.

Uma queda importan{e do VEF; foi observada, entretanto,
imediatamente ap6s o esforgo (tempo 0), demonstrando que a obstrugéo da
via aérea pode ter iniciado durante a realizacdo do teste na esteira
ergométrica. Alguns pacientes podem desenvolver broncoconstricdo durante
o exercicio. Tal fato relaciona-se com a intensidade do esforco® e com a
duracdo do exame'®-. Os pacientes do presente estudo realizaram o teste
de esteira durante aproximadamente 15 minutos, pois permaneciam em
exercicio por 10 minutos a partir do momento em que atingissem sua
frequéncia cardiaca submaxima, o que, algumas vezes, demorava até 5
minutos. Suman e colaboradores observaram que a obstrugdo da via aérea
pode ocorrer durante o exercicio, especialmente em sessdes longas, pois
evidenciaram qué a BIE iniciava a partir do décimo quinto minuto do

teste@??,

O pré-tratamento com HNF, na dose de 1.000 UI/Kg (dose maxima de

80.000 UI), atenuou a BIE nos diferentes tempos de pré-tratamento. Fez-se
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uso dessa dose de HNF com base em estudos que demonstraram uma
inibicdo completa da broncoconstrigao induzida por antigeno em ovelhas!™,
bem como uma atenuacgdo da BIE em 75% dos pacientes estudados com

essa droga''?®.

A heparina comercial utilizada neste estudo contém, como excipiente,
o alcool benzil. Essa substéncia, utilizada apenas em altas doses, pode
provocar o relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas de cées, in
vitro'*®), porém é bastante improvavel que tal fato tenha ocorrido, pois em
1993, Ahmed e colaboradores, ao testarem a agéo da heparina inalatdria em
12 pacientes com AIE, compararam seu efeito com 0 de uma solugdo de
placebo que continha uma concentragdo equivalente desse excipiente.
Evidenciaram que a BIE ndo foi atenuada por essa solugao!'®.
Anteriormente, foi demonstrado, em ovelhas, que o pré-tratamento com
alcool benzil nao interferiu na BIA"® e na resposta cutanea imediata a
estimulos imunolégicos e ndo imunolégicos'®. O alcool benzil também
falhou em modificar, in vitro, a resposta constritora, induzida por antigenos,

de tiras de musculatura lisa traqueal de ovelhas!!*.

A HNF preveniu a BIE por até seis horas, de forma tempo-
dependente. A protecio alcancada foi de 48%, 78% e 63% aos 5 minutos
apds exercicio e de 58%, 83% e 62% aos 10 minutos apés esforgo. A
protecdo maxima ocorreu quando a heparina foi administrada 3 horas antes

do exercicio.
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Em estudo semelhante, a HNF inalatéria (1.000 UI/Kg) preveniu a
queda da conduténcia da via aérea induzida pelo exercicio, também de
forma tempo-dependente. Contrastando com os presentes dados, a protecéo
da BIE foi de 58%, 78% e 67% quando o tempo de pré-tratamento com a
droga em estudo foi de 15 minutos, 1 hora e 3 horas, ja o pré-tratamento

com HNF 6 horas antes do exercicio foi inefetivo*??,

A duragdo da agao antialérgica das heparinas é dependente da dose
e da via de administragdo, como demonstrado em estudos realizados em
animais™>'*®_Em ovelhas, a heparina aerolizada tem inicio de agdo mais
répido quando comparada com heparina utilizada por via endovenosa. A
medida que se prolongava o tempo entre o pré-tratamento com a droga
inalatéria e a provocagdo com antigeno, o efeito inibitério da heparina
diminuia. Em contraste, prolongando-se esse tempo de pré-tratamento,
aumentava-se o efeito das heparinas administradas por via endovenosa.
Com ambas as vias de administragdo, a heparina demonstrou um efeito
inibitério comparévél na BIA por até 6 horas;, entretanto, quando foi
aumentado o tempo de pré-tratamento para 12 horas, a heparina

endovenosa tornou-se inefetiva’®,

Esses estudos, in vivo e in vitro, também demonstraram que a
heparina possuia propriedades farmacoldgicas para inibir a reagdo alérgica
cutanea e a liberagéo de mediadores pelos mastécitos em um tempo 6timo

de pré-tratamento de uma hora('%139)
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No presente estudo, a protegdo maxima ocorreu quando o pré-
tratamento com heparina inalatéria foi de trés horas, tendo a protecdo se
mantido até a sexta hora. Essas diferencas podem refletir as variagdes na
absorcdo e metabolismo da heparina nas duas espécies, mas ainda séo

necessarios novos estudos para ampliar tais observagoes.

Comparando os resultados aqui obtidos com os de Garrigo e
colaboradores, onde também foi estudado o tempo de acdo da HNF em 9
pacientes com AIE através da condutancia da via aérea, observam-se
diferencas importantes. E possivel que a heparina sofra outras influéncias no
seu mecanismo de acg&o, emborg questbes como essas ndo tenham sido

avaliadas pelos autores.

A HBPM, na dose de 1 mg/Kg de peso, atenuou a queda do VEF;
pds-exercicio, nos diferentes tempos de pré-tratamento estudados (1, 3 e 6
horas), em 10+10%, 6+12% e 13+14%, respectivamente, aos 5 minutos e
em 7+13%, 7t14% e 10+15%, respectivamente, aos 10 minutos apés

exercicio.

A protegdo conferida pela HBPM na queda do VEF, induzida pelo
exercicio foi de 63%, 78% e 52% aos 5 minutos e de 70%, 70% e 58% aos
10 minutos quando administrada 1, 3 e 6 horas antes da provocagdo com

exercicio.

Em 1999, Ahmed e colaboradores testaram o efeito da enoxaparina

inalatéria em 13 pacientes com AIE. Verificaram que a enoxaparina
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aerolizada, administrada 45 minutos antes do teste de esforco, inibiu a BIE
de forma dose-dependente, ou seja, a protegdo da AIE encontrada foi de
28%, 38% e 48% quando os autores utilizaram, respectivamente, 0,5 mg/Kg,

1 mg/Kg e 2 mg/Kg da droga‘™®,

No presente estudo, a protegdo encontrada com o uso de
enoxaparina 1 mg/Kg, administrada uma hora antes do esforco, foi superior
a do estudo daqueles autores, mostrando-se inclusive mais efetiva quando

comparada com a protegdo conferida por 2 mg/Kg de enoxaparina.

Alguns estudos demor?straram que as agbes antialérgicas das
heparinas séo peso molecular dependentes. Martinez-Salas e colaboradores
mostraram que trés pesos moleculares distintos de heparina fracionada
(médio, baixo e ultrabaixo peso molecular) atenuaram a BIA e a HRVA em
ovelhas. Além disso, encontraram uma relagdo inversa entre a acgéo
antialérgica da droga e o seu peso molecular. A heparina de ultrabaixo peso

molecular foi mais efetiva na prevencéo da BIA e da HRVA(*.

O pré-tratamento com fragmina (HBPM) atenuou, de forma dose-
dependente, o BIA e a HRVA em 15 ovelhas, bem como inibiu a
degranulagéo de mastécitos, derivados de peritdnio de ratos, induzida pela
IgE™. A liberagdo de histamina, induzida por antigeno, no lavado
broncoalveolar de ovelhas foi inibida pelo pré-tratamento com HNF e

HBPM(33),
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Com base nesses dados, foi levantada a hipétese de que a HBPM
seria mais efetiva na prevengéo da AlE. Entretanto, as protegbes na queda
do VEF, pés-exercicio ndo foram diferentes com as duas drogas utilizadas.
Considerando que as propriedades antialérgicas da enoxaparina sdo dose-
dependentes, & possivel postular que essas diferengas poderiam ser

maiores se a dose utilizada no estudo fosse também maior.

A utilizacdo de 1 mg/Kg de enoxaparina aerolizada no pré-tratamento
da AlE preveniu em 38% a queda do VEF apds esforgo em estudo realizado
por Ahmed e colaboradores. Essa protecdo foi de 48% quando a dose de
enoxaparina foi aumentada para 2 mg/Kg. Tal protecdo de 38% foi
semelhante a encontrada com o uso de 1.000 Ul/Kg de HNF (31%) na
prevencdo da BIE, nesse mesmo estudo!'®?. Utilizando as mesmas doses
das drogas acima, reproduziu-se aqui um efeito protetor na AIE semelhante

entre a HNF e a HBPM estudada.

As heparinas possuem varios sitios de agdo, porém estudos sugerem
que as agles antialérgicas dessas drogas estejam relacionadas com a
inibigdo da liberagdo de mediadores pelos mastdcitos, ou seja, elas nao
inativam ou blogueiam os efeitos dos mediadores nos érgéos alvos. Essa
hipétese baseia-se em observacgbes feitas em varios estudos sobre as
heparinas, 0s quais mostram que elas sdo incapazes de atenuar, in vivo e in
vitro, a resposta contrati da via aérea induzida por agentes

agonistas(!92128.130135136.139). jnihem g BIA, in vivo e in vitro (134135136137,

198.139,140142.144149  previnem a resposta broncoconstritora induzida pelo

ASMA INDUZIDA PELO EXERCICIO



5 DISCUSSAO 85

componente 48/80, agente n&o imunoldgico capaz de provocar a

degranulagdo do mastécito'**'%;

inibem a liberagéo de histamina, in vitro,
por mastdcitos de Gteros humanos e de peritdnio de ratos estimulados por

IgE(134,136,138,140); e atenuam a BIE(128.129,130)

Os pré-tratamentos com placebo e heparina ndo modificaram as
concentragbes de histamina pds-exercicio. A enoxaparina, ao contrario,

diminuiu significativamente a histamina apos teste de esforco.

Suzuky e colaboradores demonstraram que o pré-tratamento com
heparina aerolizada reduziu a liberagéo de leucotrienos e prostaglandinas,
bem como aboliu a liberagdo de tromboxano no lavado broncoalveolar de

caes induzida pela hiperventilagao(!%?.

No presente estudo, as concentracbes de leucotrienos foram

anedodticas.

E possivel que esses achados inexpressivos estejam relacionados ao
tempo de coleta das amostras (5 minutos apos o exercicio): a histamina, por
apresentar uma liberacéo fugaz,®® e os leucotrienos, por serem mediadores
poés-formados, talvez necessitassem de um tempo maior para serem

adequadamente detectaveis.

A IL-4, embora seja um mediador inflamatorio, apresentou um
aumento apos exercicio no dia de pré-tratamento com placebo. E possivel
que esse aumento tenha ocorrido pela degranulagdo do mastéocito

provocada pelo teste de exercicio®?86.87.88.89)
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A diminuicdo da IL4 ap6s exercicio com pré-tratamento com
enoxaparina pode estar relacionada com a agdo antiinflamatoéria peso
molecular dependente dessa droga“*'*. Qutros mecanismos que

expliqguem esses achados, entretanto, devem ser estudados.

O mecanismo celular exato responsavel pelas agdes antialérgicas das
heparinas ndo é claro. Parece que elas agem como um antagonista

competitivo do IP3, inibindo 0 aumento do célcio intracelular(!%109:110)

A heparina, in vitro, inibiu seletivamente a degranulacdo do mastécito
induzida pela IgE e pelo IP3, sem atenuar os efeitos do calcium ionophore

(A23187)(136.140)

Outro aspecto é o efeito antialérgico das heparinas inalatérias ndo
relacionado com sua agdo anticoagulante. Vérios estudos demonstraram
que a HNF inalada ndo alterou o ATTP(102112.128,135137.138.142143) 4qim como

a enoxaparina ndo modificou o fator anti-Xa no plasma‘"3®,

Em 1997, Ahmed e colaboradores verificaram que uma fragdo néo
anticoagulante de heparina inibiu, de forma quatro vezes mais potente que
uma HBPM, a degranulagdo do mastécito"®®. Posteriormente, Campo e
colaboradores verificaram que as agbes das fragbes n&o anticoagulantes

das heparinas s&o peso molecular dependentes’*.

O mecanismo exato do desenvolvimento de AIE € controverso, porém

muitas evidéncias destacam o mastécito como a célula responséavel pela

B|E(90, 91,101, 102)
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A inalagdo de ar seco durante o exercicio aumentaria a osmolaridade
da célula, provocando a degranulagcdo do mastocito e a liberacdo de

mediadores espasmogénicos® % 414}

O papel da constrigdo da microvasculatura bronquica causada pela
inalag&o de ar frio durante o exercicio parece ser um mecanismo associado
a degranulagéo do mastécito na fisiopatogenia da AIE®”, mecanismo que é

bloqueado, por sua vez, pelo uso de heparinas inalatérias.

Considerando-se o mastécito como a célula responsavel pelo
desenvolvimento da BIE, é possivel levantar a hipdtese de que a AIE poderia
ocorrer em pacientes em que o aumento da osmolaridade do mastdcito
provocasse a quebra do fosfatidilinositol da membrana plasmatica, gerando
o IP3 e o DAG. O IP3, ao ligar-se a receptores especificos no reticulo
endoplasmatico do mastécito, aumentaria a concentracdo de célcio
intracelular. Esse evento permitiia a exocitose dos grénulos.

espasmogénicos responsaveis pela BIE.

As heparinas inibiram a BIE nos pacientes estudados. E provavel que
tenha havido uma ruptura da cadeia de liberagéo de calcio, provocada pela
ligacdo do IP3 no reticulo endoplasmatico do mastdcito, com bloqueio do

fendbmeno de broncoconstrigéo.

O fato de a heparina ser um antagonista especifico do IPs; no

mastdcito, impedindo a liberagdo de mediadores como histamina, triptase,
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leucotrienos, prostaglandinas e citocinas, suporta, de forma indireta, a

hipétese de que esta pode ser a via principal da AlE.
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O provavel mecanismo responsavel pela broncoconstricdo induzida
pelo exercicio esta relacionado com a liberagdo de mediadores

espasmogénicos pelo mastécito, via canal {Pa.

A heparina de baixo peso molecular (enoxaparina) atenua a

broncoconstri¢ao induzida pelo exercicio.

A heparina n&o fracionada atenua a broncoconstri¢do induzida pelo
exercicio, nas doses utilizadas, de forma semelhante a heparina de

baixo peso molecular.

As heparinas protegem a broncoconstricdo induzida por exercicio

por até seis horas.
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ANEXO A - CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Estudo: Contribuicdo da heparina inalatéria no estudo da asma

induzida pelo exercicio.

Descricdo do estudo e objetivos: Vocé estd sendo convidado a
participar de um estudo clinico experimental com um produto chamado
heparina, indicado para o tratamento e prevengdo de tromboembolismos. O
objetivo do estudo é verificar a ag&o protetora dessa droga na asma induzida
pelo exercicio. Essa droga ja foi utilizada em outros paises, por via inalatéria,
em animais e humanos, mostrando eficiéncia e baixo indice de efeito
adverso.

Caso vocé concorde em participar do estudo, vocé realizara oito
testes de esforgo com pré-tratamento com heparina, enoxaparina e placebo.
Esse ultimo sera inalado num dispositivo idéntico ao utilizado para aerolizar
as drogas, mas sem medicamento, e, por isso, sem efeito medicamentoso.
Vocé sera orientado e podera usar outros medicamentos adequados ao seu
caso, sempre que for necessario.

Durante o periodo do estudo, vocé vira uma vez por semana ao
laboratério de fungdo pulmonar . Em cada visita, vocé serd examinado e
seus sintomas serdo avaliados, bem como fara uma espirometria simples
antes de cada teste de exercicio.

Amostras de sangue venoso serdo coletadas pré e pds-exercicio com
o objetivo de dosar os mediadores inflamatdrios envolvidos na asma
induzida pelo exercicio.

’

Participagcdo e interrupgdo: Sua participagdo nesse estudo é
voluntaria; sendo assim, vocé pode se recusar a participar. Caso venha a
aceitar esse convite, vocé podera mudar de idéia a qualquer instante e
interromper sua participacdo no estudo, sem ser penalizado de maneira
alguma. Sua participagdo no estudo podera ser interrompida pelo seu
médico, se assim ele julgar melhor. Em qualquer um dos casos, vocé sera
convocado a fazer uma avaliagao final na clinica e prosseguira a ser tratado
normaimente.

Beneficios, riscos e confidencialidade: Caso vocé aceite participar
desse estudo, vocé podera ser beneficiado com a melhora de seus sintomas
(controle dos sintomas induzidos pelo exercicio). Além disso, esse estudo
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poderd servir de base para ampliar o0 conhecimento a respeito do
mecanismo da asma induzida pelo exercicio. Vocé recebera gratuitamente o
medicamento do estudo.

Todo tratamento possui um risco potencial de causar efeitos
colaterais. Se vocé apresentar qualquer efeito colateral, piora da sua asma
ou alguma duvida com relagdo ao seu tratamento, poderé entrar em contato
com as médicas envolvidas no estudo, através do laboratdrio de funcéo
pulmonar do hospital Sdo Lucas da PUCRS, pelo telefone 3203000, ramal
2753, ou comparecer imediatamente ao servigo de emergéncia do hospital.

Durante o estudo, vocé sera informado de qualquer novidade sobre
esse medicamento, mesmo que possa modificar sua vontade de participar
do estudo.

Sua identidade sera mantida confidencial.

Declaro que li as informagdes que me foram transmitidas acima e
concordo em participar do estudo:

Local e data:

Nome do paciente:
Assinatura do paciente:
Nome do pesduisador:

Testemunha (se necessario) :
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