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RESUMO

O processo inflamatdrio final na asma necessita da interacdo e acao de trés setores do
nosso organismo: a medula 6ssea, local de producdo das células inflamatorias, a
circulacdo bronquica local de passagem dessas células e os tecidos, o 6rgéo final de sua
acdo — todos igualmente importantes. Dos trés, o compartimento tecidual é o mais
extensivamente estudado e o circulatorio 0 menos, com nenhuma citacdo em pesquisa
Cochrane nos ultimos 20 anos. Buscando escrutinar o real valor deste ultimo no
processo asmatico e vislumbrando a possibilidade de interferéncia terapéutica a este
nivel, utilizou-se um protocolo animal que mimetiza os acontecimentos da asma —
camundongos BALB-C sensibilizados e posteriormente desafiados antigénicamente
com OVA (Ovalbumina) - submetidos a acdo de uma droga que sabidamente atua sobre
o fluxos sanguineos, o furosemide, um diurético de alca, com funcdes bem definidas
sobre a dindmica vascular em outras situac@es patoldgicas que ndo asma. O Objetivo do
trabalho foi, verificar se essa acdo vascular ndo diurética, poderia influenciar o aporte
celular (eosindfilos, neutréfilos) e interleucinas (6, 10, TNF-a) pesquisados no lavado
broncoalveolar (LBA) dos animais de estudo. A andlise do LBA mostrou ndo haverem
diferencas entre os contetdos celulares e de interleucinas entre os grupos de estudo com
furosemide e o grupo controle. Concluiu-se pela ndo atuacdo do furosemide usado por
via sistémica sobre os niveis de interleucinas e na contagem total de células no modelo
utilizado. Sugere-se a continuacdo das pesquisas envolvendo o compartimento
circulatério uma vez que existem inimeras evidéncias indiretas da sua importancia que
uma vez comprovado, abriria uma nova janela terapéutica para o tratamento da asma ao
impedir que mais células inflamatorias aportem aos tecidos da via aérea quando de uma

agressao a este drgdo.



SUMARIO

1 INTRODUGAD ...ttt ettt
1.1 CONCEITO @SIMA ..ottt
1.2 Conceito geral de inflamagao ...........ccccccevveveieiiiiie e,
2. O PROCESSO INFLAMATORIO NA ASMA ..o
2.1 Evidéncias da inflamacdo brénquicanaasma ...........cc.cccecvevverieenenn,
2.2 A producdao de células inflamatorias pela medula 6ssea — Os
Progenitores CEIUIAIES .........cccviiiiiece e
2.3 As celulas INflamatorias ...........ccovvireieiiieieeee e
2.3. 1 EOSINOTIIOS ... e
2.3.2 NEULFOfilOS ..o
2.4 A Participacao das Interleucinas ..........cccccocevveiiiicvn e
2.4.1 CONCEITO ...

2.4.2 Interlecina 6 (IL-6) ..oocoovveiiiiieeeeeeee e

2.4.3 Interleucina 10 (IL-10) ooooviiiiicie e
2.4.4 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF ) ..cccooevviieiennne
2.5 Contribuicdo da circulagdo pulmonar para 0 processo
INflamatorio N@ asmMa ........ccocvvieie i
2.6 Contribuicdo do extravasamento da circulacdo para o processo
INFlamatorio N@ asMa ........cccoevvieii s

3. FORMAS DE INTERFERENCIA EXTERNA SOBRE O PROCESSO

12

12

12

13

13

14

15

16

17

19

20

20

21

21

22

23

23



INFLAMATORIO NA ASMA ..o

3.1 Formas conhecidas de interfernCia .........ccooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens

3.2 Utilizac@o dos diuréticos em asma .........cccceeveevvereesieeneeiesee e

3.3 Utilizacdo do furosemide em asma ........cccccevveveniieieeresiee e

3.4 Efeitos do furosemide na circulacdo pulmonar ...........ccccceeeevvenenne.

4. UTILIZACAO DE MODELO ANIMAL PARA ESTUDAR O

5. JUSTIFICATIVA
6. OBJETIVOS

7. MATERIAL/METODOS

7.1

1.2

7.3

7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

8. ANALISE ESTATISTICA

9. RESULTADOS

9.1

PROCESSO INFLAMATORIO NA ASMA ......coooveierereieeeieis

Animais do estudo .....

Sensibilizac8o COM OVA ...

Broncoprovocagdo com OVA ...

Intervencg@o com fUuroSemMide .........ccocevvieninine e

Lavado Broncoalveolar ...

Contagem total de Clulas ............ccovveviiieiiiccice e

Andlise das Citocinas

Fluxograma contagem diferencial de célullas ............c.....cc..........

Contagem de Células

10

26

26

26

26

28

31

33

35

36

36

36

37

40

40

41

41

44

45

45



9.2  Andlise da celularidade total e de interleucinos no liquido do

10. DISCUSSAO .....

11. CONCLUSAO ...

12. PERSPECTIVAS FUTURAS ..o

12.1 Necessidade de continuar a PeSqUISa ........ccccevveerreerrereeseereeseenns

12.2 Importancia do componente vascular no processo asmatico .......

12.3 Implicacgdo da interferéncia terapéutica no componente vascular

para o tratamento A ASMA ..o

13. REFERENCIAS

11

45

48

53

54

54

55

57

60



1 INTRODUCAO

1.1 Conceito de Asma

Vaérias definicdes para asma tém sido propostas desde 1959 a partir do simposio
“Ciba Foundation” (Ciba Guest Symposium, 1959). Segundo a edigdo do “II Global
Strategy for Asthma Management and Prevention Report”, a asma ¢ uma doenga
inflamatdria cronica da via aérea (VA), na qual varios tipos celulares desempenham um
papel importante, tais como mastocitos e eosinéfilos (Who/NHLBI Workshop Report,

1995; Synek M e col., 1996; Hamid Q e col., 1997; Djukanovic, 2000).

1.2 Conceito geral de Inflamagéao

A frase “rubor e edema, com calor e dor” € atribuida a Cornelius Celsus, no
século I A.D. (Ryan GB e Majano G, 1977). Rudolf Virchow, no século XIX,
modificou esta descri¢do clinica inicial incluindo o termo functio laesa, ou “distarbio de
fun¢do”, com suas observacdes de que os tecidos inflamados ndo funcionavam
normalmente. Entretanto, é creditada Julius Conhein, um estudante de Virchow, a
observagdo de que a inflamagdo também inclui exudagdo e extravasamento de
leucdcitos locais para os tecidos afetados.  Esses conceitos ainda continuam sendo
verdadeiros para a defini¢do do processo inflamatorio, que devem incluir o fendmeno de
mudanca de diametro e de fluxo sanguineo na vasculatura local, associado com um

aumento da permeabilidade e infiltracdo leucocitaria. (Bochmer BS, 2000).
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2 O PROCESSO INFLAMATORIO NA ASMA

2.1  Evidéncias da Inflamacéo Brénquica na Asma

As evidéncias da inflamacdo brénquica na asma surgiram a partir de estudos
sobre hiper-responsividade bronquica inespecifica, com dados de lavado broncoalveolar
(Godard P, 1982), bidpsia brénquica (Jeffery P, 1996), escarro induzido (Maestrelli P,
1995; Howarth P, 1998) e de observacdes pos-mortem (Ellis A, 1980). Nas vias aéreas
de pacientes com asma, varias células podem ser identificadas interagindo com o
ambiente. Além de linfocitos e fagocitos mononucleares, tanto mastocitos como o
epitélio das vias aéreas, podem liberar substancias que alteram a estrutura da VA em
resposta a um estimulo ambiental externo. Alguns produtos destas células sentinelas
(mediadores e citocinas) atraem células inflamatdrias (eosindfilos, neutrofilos, linfocitos
e fagdcitos mononucleares) para dentro da luz e da parede da VA. Essas células
infiltradas também liberam por sua vez, produtos que afetam a estrutura da VA.
Musculatura lisa, vasos, elementos neurais e o epitélio da VA podem sofrer danos por
este processo inflamatério. A parede da VA se espessa devido a varios fatores que
incluem o acimulo de fluido e de células dentro da parede e a hipertrofia da
musculatura lisa (Larsen GL,2000). Muitas dessas células e seus produtos contribuem
de alguma forma ao fenotipo da asma, mas o foco primario de investigacOes recentes

tem recaido sobre sub-tipos de linfocitos e seus produtos, incluindo uma complexa rede
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de citocinas que parece ser responsavel pela manutencdo do processo crénico de

inflamacédo na asma (Barnes PJ, 1994; Humbert M e col., 1997; Shi HZ e col., 1998).

Recentemente, tem havido um aumento do interesse nas possiveis diferencas de
intensidade desse processo inflamatdrio em diferentes locais da VA. Alguns autores
sugerem que ele seja mais intenso na pequena VA do que na via de maior calibre (Kraft
MR e col., 1996). Outros, no entanto, ndo conseguiram demonstrar tal evidéncia.
(Carrol N e col., 1997; Foul e col., 1997). Haley e col. (1998) analisaram a distribuicéo
de eosinofilos e outras células, tal como leucdcitos (CD45+), na VA de pacientes que
morreram por asma, comparando com pacientes que morreram com fibrose cistica. Foi
demonstrado que, na asma, a resposta inflamatoria ocorre ao longo de toda a VA, mas
com diferencas entre pequena e grande VA. A infiltracdo celular foi evidente na por¢édo
mais externa da parede da VA. Entretanto, esta ocorreu entre a musculatura e o alvéolo
na pequena VA, e entre a musculatura e a membrana basal na grande VA. A inflamagao
cronica da VA é mediada por eosinofilos e outros leucdcitos que, ap6s atingirem o local
da inflamacdo, produzem citocinas pré-inflamatérias que mantém e prolongam o
processo, resultando em grave dano ao epitélio respiratorio (Haley KJ,1998). O epitélio
respiratdrio, por sua vez, é uma fonte significativa de quimiocinas e citocinas pro-

inflamatorias na asma (Knobil K e Jacoby DB, 1998; Chung KF e Barnes PF, 1998).

Sob condi¢des fisioldgicas, o numero de leucocitos ‘‘seqiiestrados” na

microcirculacdo pulmonar, excede o total de leucocitos circulantes em duas a trés vezes
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(Deerschuk CM e col., 1987). Os leucdcitos circulantes, na luz vascular devem
primeiro aderir a uma célula endotelial e entdo migrar entre células endoteliais, para
finalmente se moverem atraves da matriz extracelular, para executar sua funcgéo
protetora em um determinado tecido inflamado. A rolagem (“rolling”) de leucocitos é
mediada através da expressdo de citocinas pré-inflamatorias pela acdo de selectinas
presentes na superficie do leucocito e no endotélio. A adesdo ocorre através da ligacao

da integrina leucocitaria-p2 & molécula de ades&o intracelular do endotélio (ICAM-1).

2.2 Producdo de Células Inflamatorias pela Medula Ossea - As Células

Progenitoras

O papel da medula 6ssea nas doencas alérgicas esta sob continua investigacao.
Existem evidéncias crescentes de uma associacao entre uma resposta hematopoiética e

inflamaco induzida por um desafio alergénico (Otsuka H, 1986; Denburg JA, 1985).

Um outro aspecto importante da resposta inflamatéria alérgica, a inducdo e
aumento de células progenitoras que irdo contribuir para a doenca através da continua
producdo de células inflamatorias efetoras. A medula é a principal fonte de eosindfilos,
macrofagos e mastocitos. A IL-5 induz diferenciacdo de eosinofilos imaturos e estimula

sua liberagdo para a circulacdo, alem de prolongar a sua sobrevivéncia.
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A importancia da medula dssea na resposta induzida por alergenos, é sustentada
por dois importantes trabalhos que utilizaram o modelo animal sensibilizado com
ovalbumina (OVA) e humanos submetidos a provocacéo pela inalacdo de alergénicos.
Ohkawara Y e col. (1997), trabalhando com camundongos sensibilizados com OVA,
identificaram que o pico de eosinofilia ocorre no 3° dia apds a exposicao alergénica,
persistindo por até 15 dias. Inman e col. (1999), também estudando o modelo de
camundongos sensibilizados com OVA, demonstraram um aumento dos eosindfilos na
VA. Estudos em humanos mostraram que individuos atdpicos, apds desafio com
inalacdo de antigenos, desenvolveram significativa eosinofilia pds-inalagdo, com

aumento na habilidade dos linfécitos T em produzir IL-5 (Wood LJ e col.,2002).

A producdo de células inflamatérias é, portanto, mantida pela inducdo de um

namero aumentado de células progenitoras inflamatérias na medula 6ssea.

2.3 Células Inflamatorias

As principais células envolvidas no processo inflamatério sdo: neutrofilos,
eosinofilos e os macrofagos. A diferenciacdo entre estes e outros grupos celulares se faz
através da presenca de granulos em seu interior e por isso sendo denominados de

granuldcitos (fig 3).
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Leucdcitos

Granulécitos Monacitos Linfocitos
Eosinofilos T cells
Basofilos B cells
Neutrofilos NK cells

Fig. 3 - Classificacdo dos Leucocitos. Quadro geral dos leucécitos

2.3.1 Eosinéfilos

Os eosinofilos sdo consideradas células efetoras e moduladoras do processo
inflamatdrio, produzindo efeitos citotoxicos sobre varios tecidos. Estdo associadas nao
somente ao mecanismo de defesa do hospedeiro contra infeccBes parasitarias, mas
também envolvidas na fisiopatogenia de doencas alérgicas, imunoldgicas e neoplésicas.
(Kroegel C, 1994). Estas células sdo origindrias de precursores de células
hematopoiéticas  progenitoras CD34 (+), existentes na medula Ossea, onde se
desenvolvem, amadurecem e se diferenciam sob controle de um grande numero de

proteinas, tais como ‘“granulocyte/macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)”,
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IL-3 e IL-5. (Clutterbuck EJ e col., 1989; Deburg J A, 1991). Antes de abandonarem a
medula 6ssea, 0s eosindfilos sofrem um processo de diferenciacdo e maturagdo que dura
em média 5 dias. Uma vez maduros, deixam entdo a medula e sdo langcados no sangue
periférico, onde mantém uma vida média de 13-18 horas antes de migrarem aos tecidos,
preferindo locais de contato proximos ao ambiente externo, como o0s tratos

gastrointestinal, genito-urinario e respiratorio (Spry CFJ, 1988).

O evento inicial na migracdo dos eosinofilos apds a sua rolagem esta ligado a
aderéncia desta célula as células endoteliais de vasos sanguineos proximas do sitio
inflamatdrio, e mediado por Moléculas Celulares de Adesdo (CAM) (Fraenkel DJ e col.,
1996). Estas células de adesdo podem ser agrupadas em trés classes: Integreinas,
selectinas e Imunoglobulinas (Haskard DO, 1992). As Integrinas sdo encontradas na
superficie dos leucécitos mas ndo nas células endoteliais sendo consideradas os
mediadores priméarios da adesdo entre a célula e a matriz extra-celular e da
transmigracdo endotelial das células inflamatérias (Ruoslahti E, 1991) . Os eosindfilos
expressam um grupo dessas moléculas, incluindo as integrinas-p2, LFA-1 e Mac-1.
Essas integrinas se ligam com as ICAM-1, moléculas vasculares de adesdo-1 (VCAM-
1) e selectina-E. A expressdo dessas moléculas de adesdo esta sob o controle de
citocinas, e sua indugdo ocorre sob a influéncia de IL-1,TNF-qa, interferon (IFN)-y e IL-
4. A rolagem e adesdo iniciais dos eosinofilos € o primeiro passo para sua aderéncia a
parede do vaso, apés terem ocorrido uma série de eventos celulares. Este mecanismo é
mediado em parte pela selectina-L, que se liga de forma fraca e repetitiva na superficie

endotelial. S&o células que contém enzimas e proteinas basicas pre-formadas que séo
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biologicamente ativas e que estdo armazenadas em granulos citoplasmaticos (Gleich GJ
e Adolphson, 1986). Quatro diferentes proteinas cationicas foram reconhecidas nesses
granulos: a “major basic protein” (MBP), a “eosinophilic cationic protein” (ECP), a
“eosinophil-derived neurotoxin” (EDN) e a “eosinophil peroxidase (EPO). A presenca
de eosinofilos nos tecidos (eosinofilia tecidual), portanto, se deve a combinagdo de
varios processos celulares especificos que aparecem durante os varios estagios do
extravasamento dos eosindfilos incluindo: Adesdo, Quimiotaxia, Ativacdo (Knol,

1996).

2.3.2 Neutréfilos

Os neutrdfilos sdo fagdcitos polimorfonucleares também originarios da medula
0ssea. Séo consideradas as celulas mais importantes da imunidade inata, por seu papel
protetor contra infec¢fes bacterianas. Faden e Ogra (1986) sugerem que os neutr6filos
também podem exercer um papel importante na defesa anti-viral. Seu papel em asma
ainda é sujeito a muita controvérsia. Sdo células que parecem ser residentes normais das
vias aéreas de grosso calibre sendo encontrados em nimeros semelhantes em lavado
brénquico e em biopsia brénquica de pacientes com asma, bronquite cronica e em
controles sadios (Fabbri LM, 1992; Djukanovic R, 1990). Em humanos, a neutrofilia
broncoalveolar esta presente antes do inicio e durante as primeiras horas da fase tardia

induzida por alergenos (Meltzer WJ, 1985 ; Diaz P, 1986).
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O recrutamento dos leucocitos circulantes até o endotélio vascular, como se V€, é
um processo crucial para uma efetiva defesa do individuo contra infeccdo e agressao
externa. A inflamacdo brénquica envolve, portanto, um grande numero de células e
mecanismos humorais que promovem um aumento na permeabilidade vascular, mudancas
no fluxo sanguineo, mobilizacdo, acimulo e ativacdo dos leucécitos, todos mantendo
alguma ligacdo com os eosindfilos durante sua migracéo aos tecidos (Kroegel C e col.,

1994).

2.4 A Participacdo das Interleucinas

2.4.1 Conceito Interleucinas

Interleucinas foram definidas inicialmente como fatores celulares sollveis
produzidos por linfocitos sensibilizados em resposta a um antigeno especifico
(Dumonde DC e col., 1969). Os termos citocina e interleucina ampliaram
posteriormente a definicdo, incluindo fatores originarios de diversos tipos celulares.
Vérias sdo as interleucinas relevantes na fisiopatogenia da asma: IL-5, IL-4, IL-3, GM-

CSF, IL-8, IL-10, TNF-a, entre outras.
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2.4.2 Interleucina 6 (IL-6)

E uma citocina pleotropica cujo papel em asma ainda ndo é totalmente
conhecido. Esta interleucina foi originalmente descrita por sua atividade antiviral e por
sua acdo sobre a estimulacdo do crescimento de linfocitos B e Plasmocitomas. A IL-6 é
secretada por mondcitos e macrofagos, pelas células T e células B. Existem evidéncias
que fibroblastos, células endoteliais e epiteliais também produzam esta citocina (Mattoli
S, 1991), tendo sido localizada nos granulos dos eosinofilos (Lacy P, 1998). A IL-6
exerce uma funcdo regulatéria em muitas células sendo envolvida na ativacao,
crescimento e diferenciagdo das células T, induz também a secrecdo de varias
Imunoglobulinas —pl 1gA, 1gG, IgM (Akira S, 1993) sendo também um importante co-
fator na sintese de IgE (Vercelli D, 1989) Pacientes asmaticos apds estimulagédo
antigénica apresentam um aumentado nivel de liberacdo de IL-6 dos macréfagos
alveolares (Gosset P, 1992). Foi demonstrado “in vitro” que deflagrantes pendentes da
liberagdo de IgE estimulam a secre¢do dessa citocina tanto em mondcitos sanguineos
como alveolares (Gosset P, 1991). Uma das evidéncias da relacdo da IL-6 com a
doenca viral esta em sua presenca em niveis elevados em lavados nasais em pacientes,

pos nfeccdo por Rinovirus (Zhu Z, 1966).

2.4.3 Interleucina 10 (IL-10)

E uma citocina pleiomorfica produzida por varias células do sistema de defesa,

tanto por linfécitos ThO como linfdcitos Thl e Th2, mondcitos e macréfagos ativados. E

uma potente citocina inibidora da produgdo de citocinas pré-inflamatorias pelos
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monocitos/macréfagos (Chung KF e Barnes PF, 1999). A IL-10 também inibe a
apresentacdo de antigenos, tendo seus niveis elevados no sangue quando associada a
doencas infecciosas severas. (Lehmann, 1995). Alguns estudos tém demonstrado que
IL-10 regula vérias atividades e func6es dos neutrofilos como, por exemplo, a inibicao
e a producdo de TNFa. IL-1 e IL-8 por estas células (Cassatela, 1998). Estudos mais
recentes, apontam para uma possivel relacdo desta citocina com a doenga obstrutiva

brénquica viral do lactente (Pitrez PC, 2001).

2.4.4 Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)

E uma citocina pré-inflamatéria com mdiltiplas funcdes, incluindo estimulagéo
da regulacdo das moléculas de adesdo levando a um aumento do acumulo de leucocitos
da circulacdo ao local de inflamacdo (Pober JS e col., 1986), aumento da toxicidade e
ativacdo de Mondcitos e aumento da citotoxicidade dos eosinéfilos (Silberstein DS e
David JR, 1986) e co-estimulacdo e ativacdo de células T (Greenbaum LA e col. 1988).
Estas células, para atingirem os locais onde exercerdo suas fungdes, sdo transportadas
pela corrente circulatéria até tais sitios, para entdo, por diapedese, passam aos tecidos.
Em suma, uma ordem complexa de citocinas estdo implicadas no controle da sintese de
IgE pelas células B. A sintese de IgE é dependente de IL-4, e aumentada pela acdo da
IL-5 e dalIL-6. O Interferon Gama ( IFNy ), a IL-8 e a IL-12 s@o inibidores da producéo

de IgE.
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O surgimento de citocinas ou quemocinas especificas durante 0 processo
inflamatdrio, parece ser elemento chave par a liberacéo de células ativadas aos sirios de

inflamacédo no processo asmatico (Busse WW, 1998).

2.5 A contribuicdo da circulacdo pulmonar para o processo inflamatério na

asma

Os estudos anatdbmicos da circulagdo nas vias aéreas tém se preocupado
fundamentalmente com o suprimento arterial, a drenagem venosa e suas relagcdes com a
circulagdo pulmonar (McLaughlin RF Jr e Tyler WS, 1966). Grande parte do fluxo
sanguineo, todavia, € direcionada para suprir os tecidos sub-epiteliais - a
microcirculacdo - onde se acredita que desempenhe importante papel de relacdo com o
ambiente, como aquecimento, troca de agua e respostas inflamatorias, e participacdo

ativa na absorc¢édo de drogas inaladas (Wanner A e col., 1988).

Estudos morfoldgicos da micro-circulacdo em varias espécies — ratos, porcos da
india, cachorros, gatos, macacos e humanos — revelaram a existéncia de uma extensa

rede vascular sub-epitelial (Fig. 1) (Huges T, 1965).

2.6 Contribuicdo de extravasamento da circulacdo para o processo inflamatério

na via aérea na asma
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A contribuicdo essencial e complexa da micro-circulacdo € ainda parcialmente
compreendida. Na VA sede da inflamagdo, o processo ja estd em andamento, a
exudacdo plasmatica altera a composicao de proteinas, citocinas e mediadores na lamina
prépria, na membrana basal do epitélio, no epitélio e na superficie da mucosa. Ocorre
um ingurgitamento da mucosa, cuja interpretacdo mais aceita para a sua instalacao é a
presenca do edema secundario a quantidades elevadas de liquido extravasado. O edema
peribrénquico e o edema de mucosa foram descritos na insuficiéncia cardiaca
congestiva, principalmente em brénquios de pequeno calibre (West JB e col., 1964; Don

C e Johanson R, 1977).

A microcirculacdo mais ativa nas doencas da VA é o plexo vénulo-capilar
existente na lamina propria, e que muitas vezes se dirige superficialmente, até penetrar
na parte da membrana basal epitelial, exatamente no local onde ocorrem as maiores
modificacfes encontradas na asma (exudacao plasmatica). A exudacdo aguda de plasma
em resposta a agressdes a mucosa da VA envolve uma série de eventos, ocorrendo todos
alguns minutos ap6s a agressdo. Agentes indutores do aumento da permeabilidade
vascular atuam no endotélio venular, que é equipado com uma grande variedade de
receptores celulares de superficie. Através da estimulacdo destes receptores, é perdido o
contato célula-célula em diversos pontos da parede das vénulas pos-capilares. Através
desses “poros” na parede venular, o plasma ¢ movido pelo gradiente de pressdo
hidrostatica que existe ente as vénulas e o0 tecido extra-vascular (mais ou menos 20 cm
de H>O). O extravasamento € um evento dramatico, a ponto de abolir localmente o

gradiente da pressdo coloido-osmotica entre 0s vasos microscopicos e os tecidos

(Persson CGA, 1997).
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Estudos de inibicdo do 6xido nitrico, um vasodilatador potente sintetizado e
liberado pelas células endoteliais, evidenciou uma diminuicdo da velocidade das
hemacias e um aumento da adesdo leucocitaria e da permeabilidade de vénulas pds-
capilares do mesentério (Wong BM e col., 1997). Taylor e col. (1997), utilizando
albumina bovina marcada, demonstraram ocorrer um aumento de 233% no volume
sanguineo, 24 horas ap0s a provocacdo antigénica da via aérea com OVA. O
recrutamento de eosindfilos aos sitios teciduais € um processo de varias etapas, durante
as quais estas células devem primeiro vencer as forcas de fluxo sanguineo dentro dos
vasos, e, apos, utilizando os receptores de adesdo se ligarem a receptores similares
expressados pelo endotélio vascular, como forma de reduzir sua velocidade realizar a

diapedese.

O aumento da permeabilidade vascular e edema da mucosa Ssao também
caracteristicas do processo inflamatério da VA na asma. A patogénese da injuria
tecidual é, portanto complexa e ndo pode ser atribuida a um simples e Unico fator. Os
neutrdfilos e eosindfilos circulantes interagem com o endotélio vascular num processo

de 3 estagios: o rolar, a adesdo e a migracdo (Xu H e col., 1994).
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3 FORMAS DE INTERFERENCIA EXTERNA SOBRE O PROCESSO

INFLAMATORIO NA ASMA

3.1 Formas conhecidas de interferéncia — os anti-inflamatorios

O Tratamento da asma sofreu uma modificacdo fundamental na Gltima década
sendo agora tratada como uma doenca inflamatdria da via aérea. O reconhecimento
desta natureza inflamatdria de base, é que levou a introducéo dos corticosterdides como
anti-inflamatorios e dentre eles, a forma inalada rapidamente ganhou terreno e aceitacédo
como a terapéutica de escolha na asma persistente (National Asthma Expert Panel
1997). Mais recentemente com a descoberta da importancia dos leucotrienos na
fisiopatogenia do processo asmatico, os antagonistas dos Leucotrienos ganharam corpo
sendo especialmente Uteis para pacientes com asma de dificil controle (Thien F. 2000;
Storms W, 2001). Outras alternativas dentro do arsenal terapéutico anti-inflamatorio séo
0s imunossupressores como Metrotrexate (Shiner,1990) e os bloqueadores dos canais de
Célcio (Hender 1983). A imunoterapia (Des-Roches, 1997) e o controle ambiental
(Collof,MJ, 1992) tem igualmente também papel bem estabelecido no tratamento do

paciente asmatico quando o objetivo for a reducdo do processo inflamatdrio na asma.

3.2 Utilizagao de diuréticos em asma - o furosemide
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Nos ultimos anos, tem-se realizado multiplos estudos mostrando um efeito
benéfico do furosemide utilizado por via inalatéria em varios tipos de asma,
promovendo uma atenuacdo do broncoespasmo induzido, tanto por estimulos diretos
como indiretos. (Bianco S e col., 1988). Este medicamento é capaz de inibir a asma
induzida por hiperpnéia em humanos (estimulo direto), atenuando também a resposta
brénquica a aspirina, agua destilada, solucdo salina hipertbnica e metabisulfite
(estimulos indiretos) (Seidenberg J e col., 1992; Vargas FS e col., 1992; Moscato G e
col., 1991; (Rodewell LT e col., 1993; Nichol GM e col., 1990) e efeito protetor contra
asma induzida por exercicio (Pavord ID, 1992), similar ao Sodiocromoglicato (Solé D,
1997). O mecanismo de acdo do furosemide inalado, ainda ndo é bem compreendido,
com algumas hipdteses sendo levantadas: inibicao de nervos sensoriais da VA, liberacdo
de mediadores dos mastdcitos, acdo de prostaglandinas broncoconstrictoras, estimulagéo
de prostaglandinas broncodilatadoras ou mesmo vasodilatacdo local. Das varias acdes
propostas, suspeita-se que 0 mecanismo envolvido na resposta asmatica esteja
relacionado com a inibicdo do transporte de ions como a nivel da alca de Henle, através
da entrada do cloro pelo sistema de contra-corrente de Na+ e CI- na membrana
basolateral das células epiteliais, com reducdo da secrecdo de Sodio e Cloro para dentro
do Lamen (Frizzell RA e col., 1979; Welsh MJ, 1983). Poucos estudos experimentais
tém analisado um possivel efeito antiinflamatério dos diuréticos em asma. Anderson SD
e col. (1991) relataram a acdo do furosemide inalada inibindo a liberacdo de mediadores

por células epiteliais, macréfagos, neutrdfilos, eosinofilos e células nervosas. Chin e col.

(Chin e col. 1992), estudando o efeito broncodilatador do furosemide sugeriu que

poderia haver também uma ac¢éo direta desta droga sobre a musculatura lisa.
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3.3  Efeitos do Furosemide na Circulacdo Pulmonar

Gilbert e seus colaboradores (Gilbert | e col, 1994) demonstraram que manobras
que influenciam o volume vascular, como a expansdo com solucéo salina ou dextran, ou
que favorecam o extravasamento na micro-circulacdo, podem exercer um forte efeito
sobre a funcdo pulmonar. Desde had muito tempo as ac¢bes dos diuréticos tem sido
bastante estudadas em casos de Infarto do Miocéardio, casos de Edema Pulmonar
provocado pela altitude e na Displasia Bronco-pulmonar do recém-nascido. Mais
recentemente, estudos relacionados a faléncia do miocardio, sugerem estes agentes
diuréticos podem melhorar os sintomas, através de um mecanismo extra-renal, antes da
acdo diurética. Estes medicamentos apresentam efeitos hemodinamicos e
cardiovasculares que foram observados mesmo em casos em que havia um acentuado
comprometimento da funcdo renal. (Bathia ML e col., 1969; Biagi RW e Bapat BN,
1967; Davidson RM e col., 1971). Foi demonstrado outrossim, que sinais clinicos de
melhora dos sintomas de congestdo pulmonar também freglientemente precediam
qualquer efeito diurético demonstravel, sugerindo que fatores extra-renais pudessem
estar envolvidos (Najak Z, 1993 ; Bland TD, 1978; Demling RH e Will JA, 1980).
Estudos em animais também demonstraram que o diurético de alga furosemide
diminui a filtracdo de fluidos vasculares, atraves de uma acdo ndo diurética, agindo,
provavelmente, na vasculatura pulmonar alterando o fluxo sanguineo pulmonar. Sua
acdo maxima sobre a complacéncia pulmonar ocorre duas horas apds uma primeira
dose, persistindo até 4 horas, ndo sendo mantida na 62 hora. A rapida queda da pressédo

de enchimento do ventriculo esquerdo €, provavelmente, primariamente vascular em sua
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origem, desde que marcadas mudancas na capacitancia venosa acompanham este
fendmeno (Alli J e col., 1979). Vérios outros trabalhos relataram o efeito do furosemide
sobre o volume sanguineo Pulmonar. Bathia e col. (1969) estudaram e confirmaram
esses efeitos, que ja haviam sido observados por outros pesquisadores, sobre a
mobilizacdo de liquidos em pacientes com congestdo pulmonar devido aos efeitos da
alta altitude antes mesmo do efeito diurético ser observado (Biagi RW e Bapat BN,
1967). A acdo da droga sobre a circulacdo pulmonar foi identificado aos 15 min apds
administracdo endovenosa e antes de se instalar a diurese. A diminuicdo de volume
identificado alcancou a cifra de 23%, provavelmente ocasionados por varios eventos
como diminuicdo do volume total de plasma, diminuicdo do retorno venoso, queda na
pressdo de enchimento ventricular e diminuicdo do débito cardiaco. Dikshit sugere que
0 mais precoce, e freqlentemente clinicamente importante efeito extra-renal do
furosemide, sdo essas mudangas hemodinamicas produzidas pela droga e refletem um
efeito vascular ao invés de um mecanismo diurético (Dikshit K, 1973 ). Davidov M e
Kakaviatos M (1967), estudando pacientes com Insuficiéncia Cardiaca Congestiva,
quantificaram essas alteragdes identificando uma diminuicdo de 20% do volume da
circulacdo pulmonar, acompanhado de sensivel melhora clinica, ap6s a administracao de
100 mg de furosemide. Najak Z e col, estudando 20 RN pré-termo com a Sindrome da
Dificuldade Respiratdria do Recém-nascido concluiram que o furosemide endovenoso,
utilizado na dose de 1 mg/kg, podia ter um efeito pulmonar direto, ndo dose dependente,
melhorando a fung¢éo pulmonar, verificando que o efeito ocorria maximamente 2 horas

apos a administragéo, persistindo até a 6° hora (Najak Z e col. 1993).

Dentre os diuréticos, o furosemide é o mais extensivamente estudado, tanto em

pessoas normais, como em situacOes patologicas (Peltola P, 1967; Stein JH, 1968) sua
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farmacocinética foi analisada em detalhe por Hammarlund MM e col. (1984), apés a
injecdo intravenosa do diurético e com a colheita de amostras de sangue, através de um
cateter central, efetuadas com intervalos de 25 minutos, por 24 horas. A partir deste
estudo, varios fatores foram descritos, tais como: meia-vida biolégica = 36 minutos,
depuracdo plasmatica total = 63+10 minutos, depuracdo renal = 117 +11ml/min);
depuracédo extra-renal (metabolismo) = 45 ml/min (correspondendo a 72% do total). O
furosemide é um acido fraco, que é absorvido incompletamente pelo trato
gastrointestinal. Em humanos, ocorre uma consideravel variacdo inter-individual na sua
biodisponibilidade, especulando-se que isto possa se dever, em parte, a problemas de
solubilizacdo. Seu comportamento em ratos difere principalmente com relacdo ao
processo de absorcdo (Chungi VS, 1979). Também trabalhos em animais, carneiros e
cdes, tratados com furosemide demonstraram que a droga diminui a filtracdo de liquidos
trans-vasculares através de um efeito ndo diurético, atuando provavelmente na
microvasculatura, alterando o fluxo sanguineo pulmonar (Bland TD e col., 1978;

Demling RH e Will JA, 1980; Ali J, Chernick W e col., 1979).
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4 UTILIZACAO DE MODELO ANIMAL PARA ESTUDAR O PROCESSO

INFLAMATORIO EM ASMA

A resposta da VA ao estimulo de um antigeno tem adquirido interesse particular
para 0 desenvolvimento de pesquisas na area de doencas alérgicas pulmonares.
Caracteristicamente, todos 0s pacientes com asma apresentam broncoespasmo
imediatamente apds a inalacdo de um antigeno (até 15 minutos apos) e, ocasionalmente,
uma outra reacdo ocorre entre a 4% e a 62 hora, apds a exposicao (reacéo tardia). Estudos
desta Ultima reacdo tém sido extremamente importantes para um melhor entendimento

clinico da asma (Buse WW e col., 1993).

A reacdo asmatica tardia apresenta uma série de achados da asma cronica, como
menor resposta aos broncodilatadores, aumento da responsividade da VA e
desenvolvimento de inflamag&o bronquica (Lemanske RF e Kaliner MA, 1988).
Consequientemente, a analise desta reacdo tardia tornou-se um instrumento de grande
valor para se estudar asma, buscando-se informacBes sobre o processo inflamatdrio
tanto em humanos, como em modelos animais. Ainda que nenhum os modelos
utilizados reproduzam todas as caracteristicas da doenca em humanos, estudos em
camundongos e ratos tem a grande vantagem de que um grande numero de linhagens
hibridas possam ser disponibilizadas (Pauwels RA e col., 1997). Em muitos dos
experimentos desenvolvidos com ratos, por exemplo, na tentativa de melhor entender os
mecanismos envolvidos no broncoespasmo, foi observado que linhagens de ratos
hibridos diferiam significativamente com respeito a sua responsividade basal a varios
estimulos broncoconstritores, tais como a 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Pauwels RA,

1985). Inimeros grupos de pesquisa tém estudado asma em animais pequenos, cOmo
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camundongos (BALB/c), utilizando a Ovalbumina OVA como forma de desencadear a
doenca pulmonar alérgica (Hamelmann E, 1999). A OVA é um importante alergeno,
que tem a vantagem de induzir, de forma confiavel em humanos, uma resposta IgE

antigeno-especifica (Macino D, 1980; Renz H e col., 1992,

Diversas publicacbes tém relatado estudos sobre o mecanismo da doenca
pulmonar alérgica induzida pela OVA em camundongos, analisando a influéncia
exercida pela linhagem genética dos animais, registrando-se significativas diferencas de
comportamento (Zhang Y e col., 1997). Uma das melhores tentativas de sistematizacao,
particularmente da sensibilizacdo e dos passos necessarios para que Ocorresse uma
Otima inducéo de hiperresponsividade da via aérea nas varias espécies de camundongos,
foi realizada por Zhang e seus colaboradores. Dentre os varios protocolos utilizados por
este estudo, o rendimento foi maior em termos de eosinofilia e hiperresponsividade
brénquica, quando a sensibilizagdo era realizada por via intra-peritoneal e, 14 dias apos,

por via inalatoria, utilizando-se 0 mesmo alergeno.

A estimulagdo da VA com OVA utilizando uma mesma linhagem, recebeu
aprovacao internacional como um modelo adequado para verificar os acontecimentos da
fase tardia do processo asmaético, tal como a resposta eosinofilica. (Nakajima HI e col.,
1992; Renz, H e col, 1992; Brusselle, G e col.,, 1995). Camundongos BALB/c
sensibilizados com OVA desencadeiam um significativo aumento do numero de
eosindfilos no lavado broncoalveolar, 0 mesmo ndo ocorrendo com 0 grupo controle

(Regal JF e col., 2001).
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5 JUSTIFICATIVA

Os estudos com o furosemide na asma tém sido relacionados a sua utilizacéo
por via inalatéria como protetor do broncoespasmo induzido por uma série de estimulos
diretos e indiretos como a histamina e o esforco fisico, como broncodilatador e como
anti-inflamatorio (Anderson SD, 1991) . Sdo poucos os relatos de estudos analisando o0s
efeitos deste farmaco quando utilizado por via sistémica, e principalmente , ndo
existem relatos de estudos tentando identificar uma possivel acdo de interferéncia desta
droga através de seus efeitos ndo diuréticos sobre o fluxo sanguineo da vasculatura
brénquica uma acdo j& bem identificada em outras situaces que ndo asma (Peltola P,
1967; Stein JH, 1968). Essa capacidade de interferéncia especifica sobre o fluxo
sanguineo da utilizacdo dos diuréticos de alca por via sistémica, ndo tem sido valorizada
na fisiopatologia do processo asmatico desde o inicio dos estudos com esta droga em
pacientes com asma como comprova a inexisténcia de citacbes sobre o assunto em
revisao pela Cochrane nos ultimos 20 anos quando relacionados o0s termos
furosemide/inflamacdo/fluxo  sanguineo pulmonar/asma. A possibilidade de
comprovacdo de que, ao interferir no fluxo sanguineo da vasculatura brénquica na
asma, poder-se-ia interferir no trafego de leucdcitos, ainda de passagem no
compartimento circulatério em diregcdo aos seus sitios de acdo nos tecidos - antes
do inicio dos mecanismos de “rooling” e “adesion” - abriria um canal de agéo
terapéutico ao impedir que mais células com potencial inflamatdrio atinjam os sitios de

acao (tecidos). Assim, levando em consideracdo todos esses elementos levantamos a
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hipbtese de que essas agdes vasculares ndo diuréticas do furosemide poderiam modificar
o fluxo de células inflamatdrias direcionado a via aérea, que poderia ser detectado pela

analise do Lavado Bronco-alveolar dos animais de estudo.
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6 OBJETIVOS

Geral:

1. Verificar o efeito do furosemide utilizado por via sisttmica na resposta

Inflamatoria pulmonar de camundongos sensibilizados com ovalbumina.

Especificos:

[EEN

. Analisar a resposta celular no lavado broncoalveolar de camundongos
BALB/c tratados com furosemide por via sisttmica, sensibilizados com

ovalbumina.

2. Analisar os niveis de IL-6, TNF-a e IL-10 no lavado broncoalveolar de
Camundongos BALB-C tratados com furosemide utilizado por via

sistémica, sensibilizados com ovalbumina, .
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7 MATERIAL / METODOS

7.1  Animais do estudo — Camundongos

Foram utilizados camundongos Balb/c, fémeas e adultos (6-8 semanas de vida),
provenientes do biotério da Universidade de Campinas e mantidos sob condicdes ideais

durante a realizacao do estudo no Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

7.2  Sensibilizacdo com OVA

Utilizacdo de um Modelo Animal: Ratos Balb-C estimulados antigenicamente
com Ovalbumina (OVA). O estudo foi realizado no Instituto de Pesquisas Biomédicas
da PUCRS. O protocolo utilizado é resumido no fluxograma exposto na figura 3. Os
camundongos foram acompanhados por 30 dias. A sensibilizacdo alergénia foi feita
através da utilizacdo de OVA por via intraperitonial (IP) no dia 1 (D1). Para este
procedimento, foi utilizada uma dose de 200ul contendo 10ug de ovalbumina diluida
em 100ul de PBS mais 100l de alumen 1mg/ml aplicados com seringa de Insulina. Os
camundongos foram entdo anestesiados com uma solucdo de ketamina e xilazina,
aplicada por via intraperitoneal (Fig. 1). Preparou-se uma solugcdo com 0,9 ml de

ketamina e 0,1 ml de xilazina e aplicou-se 0,05 ml dessa solugéo (Foto 1).
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Foto 1 - Sensibilizagdo com OVA — Utilizagdo de seringa de Insulina para injecéo
ubcutanea de OVA Forma de utilizacdo da Inje¢do de OVA por via intraperitoneal (IP)
realizada no primeiro dia do estudo (D1) adicionado hidroxido de aluminio (alum) como
adjuvante para sensibilizagdo. A dose utilizada foi de 200uL, contendo 100ug de
ovalbumina, diluida em 100uL de solugdo salina tamponada (PBS) mais 100uL de alum
(Img/mL). No D14 foi aplicada uma segunda dose de OVA utilizando-se 0s mesmos

procedimentos.

7.3  Teste de broncoprovocagdo com OVA = Desafio Intra-nasal com OVA
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O teste de broncoprovocacdo foi realizado no 14° dia apos ter sido feita a
segunda injecdo sub-cutanea de OVA ( fase de sensibilizacdo) através da aplicacdo
dessa mesma substancia por via intranasal por 3 dias consecutivos (D25, D26 e D27
(Foto 2 ). Inicialmente, os camundongos foram anestesiados com uma solucdo de
quetamina e xilazina, aplicada por via IP. Preparou-se uma solucdo com 0,9 mL de
ketamina e 0,1 mL de xilazina e aplicou-se 0,05 mL da solugdo. Esta anestesia é
utilizada para facilitar a aspiracdo para as vias aéreas inferiores, da solu¢cdo com OVA
aplicada por via intra-nasal por manter o animal levemente acordado. O teste foi
realizado com uma solucao de 40ug de OVA, diluido em 40ul de PBS. Foram aplicados
20ul em cada narina, utilizando uma micropipeta com diametro semelhante ao diametro

da narina do camundongo).
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Foto 2 - Desafio Intra-nasal com OVA - Realizado com 40pug de OVA

diluido em 40ul de PBS e entdo aplicados 20ul em cada narina, utilizando
uma micropipeta com didmetro semelhante ao didmetro da narina do
camundongo . O nivel de anestesia é apenas o suficiente para acalmar o animal

mantendo-o alerta o suficiente para aspirar o material introduzido pela narina.
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7.4 Intervencédo com furosemide

O grupo em estudo recebeu furosemide por via IP durante os dias do desafio por
via intranasal, 1 minuto antes do desafio IN na dose de 1mg/10g de peso do
camundongo (média de 2mg/animal). O grupo controle recebeu injecao intraperitoneal

com soro fisioldgico.

75 Lavado Bronco-Alveolar

O lavado broncoalveolar (LBA) foi realizado no D28, dois dias apds o desafio
com ovalbumina intranasal. Os camundongos foram novamente anestesiados com uma
solucéo de quetamina (0,5 mL) e xilazina (0,5 mL), aplicando-se 0,2 mL IP da solucéo.
Apos a anestesia, foi realizada traqueostomia, com canulacdo da traquéia utilizando
agulha de ponta romba com calibre semelhante ao didmetro da traquéia. A agulha foi
conectada a uma seringa de 1 mL, preenchida com solucéo fisioldgica 0,9% (SF), que
foi injetada lentamente e, apds 10 segundos, cuidadosamente aspirada. O procedimento
de instilacdo e aspiracdo intratraqueal foi repetido 3 vezes em cada LBA. O volume da
amostra final foi calculado e enviado para processamento. O material que preenchia a
seringa apoés a realizacdo da Ultima manobra de injecdo/aspiracao foi recolhido e levado

a microscopia para contagem total e diferencial de células.
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7.6 Contagem total e diferencial de células

O material do LBA foi centrifugado a 2000 rpm, por 2 minutos e o sobrenadante
separado. O precipitado foi diluido em 1mL de SF e, parte desta amostra (10uL),
colocada na camara de Neubauer, misturado com o corante azul de tripan (10uL). A
contagem total e diferencial de células e a viabilidade da amostra foram realizadas sob

microscopia optica imediata (Fig. 2 e 3).

7.7 Anadlise das citocinas

As concentracGes de TNF-a, IL-6 e IL-10 foram mensuradas no sobrenadante
das amostras de LBA, através do método de ELISA, segundo instrucfes do fabricante
(Pharmingen, USA), no laboratério de Pneumologia do Instituto de Pesquisas
Biomédicas da PUCRS. O limite inferior de deteccdo de TNF-o e IL-10 para este
método foi de 7,8 pg/mL. Quando o nivel de uma determinada amostra era indetectavel,
metade do limite inferior de deteccdo foi considerada para fins de anélise estatistica. O
valor da citocina mensurada foi sempre ajustado para o volume da amostra coletada do

LBA.
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7.8 Fluxograma contagem diferencial de células

A sensibilizacdo antigénica dos animais de estudo com a aplicacdo intra-
peritoneal de OVA em duas oportunidades separadas 14 dias uma da outra dias 1 e 14
(D1 e D14). O desafio antigénico da via aérea, foi realizado com a mesma substéncia a
partir do 10° dia da Gltima aplicacdo intra-peritoneal (D25, D26 e D27) tanto nos grupos
de estudo do furosemide como no grupo controle. Lavado O Broncoalveolar foi
realizado em todos animais a partir do 3° dia do desafio da via aérea para cada grupo

sensibilizado (D28, D29 e D30).
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1P IP PR | LBA || LBA || LBA
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D1 D14 D25 D26 D27 D28 D29 D30

OVA = Ovalbumina

IP = Injecdo Intra-Peritoneal de OVA
IN = Instilacdo Intra-Nasal de OVA
Fur = Grupo de estudo com Furosemida

GCo = Grupo ControleLBA = Lavado Bronco-Alveolar

Fig. 3 - Fluxograma



8 ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados os testes-t e de Mann-Whitney, de acordo com a distribuicéo da
amostra, para comparar as variaveis entre os grupos. As diferencas encontradas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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9 RESULTADOS

Do total de animais envolvidos no estudo, em apenas um néo foi possivel
realizar o LBA devido ao rompimento da traquéia durante o procedimento de canulacéo

da mesma.

9.1  Anadlise da celularidade total e de Interleucinas no liquido do LBA

A analise do conteudo da celularidade total e de Interleucinas e TNF-alfa entre
0s Grupos da medicacdo e grupo controle medidos em picogramos por ml (Tabela 1)
ndo se observando diferencas som sinificancia estatistica entre os grupos de estudo com
furosemide e os grupos controle pds desafio antigénico da via aérea. A foto 3 mostra a

viabilidade da amostra utilizada para analise celular



Furosemide

(n=13)

Controle

(n=12)
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CTC,
mediana ( interquartil)

0,16 (0,08-0,29)

0,15 (,009-0,34)

p=0.93

IL-6 (pg/mL)

17.4 (16.6 - 20.3)

27.2 (17.5 - 29.15)

p = 0.087

IL-10 (pg/mL)
mediana ( interquartil)

912.5 (498.9 — 1085.94)

554.9 (504.4 — 762)

p=053

TNF-a. (pg/mL)
mediana ( interquartil)

132.7 (7.7 - 162.8)

126.1 (7.7 - 142)

p=0.82

Tabela 1 - Contagem total de células e concentragdes das citocinas no lavado

bronco-alveolar entre os grupos estudados.
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Hemaceas

Eosinofilos

Macréfago

Neutrofilos

Foto 3 —Identificacdo da viabilidade celular a microscopia
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10 DISCUSSAO

O fato de ndo ter-se observado diferencas com significancia estatistica nos
grupos celulares e de Interleucinas entre os animais de intervencdo com o Furosemide e
0S grupos controles leva-nos a considerar 3 possibilidades: primeiro, que realmente a
droga ndo seja efetiva por via sistémica, como quando utilizada por via inalatéria, o
que é um fato ja bem estabelecido, em pelo menos, no que se refere a protecdo a Asma
Induzida por Exercicio ou desafio brénquico com metacolina (Bianco, 1988; Novembre
E, 1994). Segundo, que a dose da medicacdo em estudo tenha sido inadequadamente
baixa. Bonet Papell (Bonett, 1999) apresentou caso de um paciente em que algum
efeito so foi observado quando foram utilizadas doses dobradas ( 40mg ) do furosemide
por via sisttmica. De outra parte, nos estudos com furosemide utilizado por via
inalatoria, obteve-se um efeito protetor que foi dose-dependente enquanto que inefetivo
quando utilizado por via sistémica (Bianco, 1988). Hummarlund estudando a questao da
dose efetiva, identificou uma diminuicdo da concentracéo de citocina extracelular a uma
concentracdo de furosemide acima de 2,5 X 10-3M que segundo os autores ndo poderia
ser alcancado com a mesma droga dada por via sisttmica em doses clinicamente

recomendadas (Hummarlund MM, 1984). Terceiro, que 0 momento da administracao
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também ndo tenha sido correto isto €, muito precoce e também unico. A cinética da
migracao celular observada em modelos murinicos demonstra um pico de eosinofilos a
partir do 3°-4° dias apds a via aérea ter sido submetida ao desafio antigénico (Tomaki
M, 2000; Ohkawara 1997). Talvez a droga em estudo devesse ter sido administrada e
mantida desde o primeiro dia do desafio da VA com OVA isto é, a partir do momento
em que a essas células iniciam a sua migracdo e mantida até 0 momento do pico celular
maximo no terceiro/ quarto dia pds desafio antigénico. Dr David Broyde, um dos
pesquisadores da area de modelos animais para estudos do processo inflamatorio da
asma em comunicado pessoal disse desconhecer o que seria recomendavel tanto em

termos de dose como de momento ideal de administragdo para o furosemide.

De outra parte, levando-se em consideragdo 0s conhecimentos atuais sobre o
processo inflamatério em geral e do processo asmatico em particular, observa-se que o
epitélio respiratdrio ndo € o unico local anatdmico responsavel pela fisiopatogenia desta
doenca. A cascata de eventos conta com a participacdo ativa de trés setores: da medula
Ossea (fonte principal das células inflamatorias - eosinéfilos, macr6fagos e mastdcitos
circulantes), da circulacdo brénquica (caminho obrigatério de passagem dessas células a
caminho de seus 6rgdos alvo de acdo, no caso da asma, a via aérea) e dos tecidos (o
local final de acdo das células inflamatdrias em qualquer processo de injuria tecidual, no
caso da asma o pulmao). Esses trés setores formam o que poderiamos chamar de
“compartimentos” ou “ Pools” como o0s designaram McNee e seus colaboradores
(McNee W, Selby C, 1993). Todos esses “compartimentos” sdo igualmente importantes
e necessarios para que a resposta inflamatoria se faca presente em toda a sua plenitude.

Entretanto, no processo asmatico, 0 componente vascular é dos trés o menos estudado e
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0 que menos referéncias ou citaces apresenta na literatura principalmente com relagéo
a sua importancia como 6rgdo de passagem embora, como os demais, de importancia
capital e portanto, ndo excludente, para o desenvolvimento do processo inflamatorio
final. As evidéncias dessa importancia expressam-se atraveés de varios niveis de
conhecimento: 1) Existe um imenso leito vascular circundando a VA (Fig. 2). Estudos
quantitativos realizados “in vivo” demonstraram um aumento do nimero total de vasos
sanguineos em pacientes com asma quando comparados aos seus controles. (LiXx,
Wilson JW, 1997; Salvato G, 2001). 2) Ocorre comprovadamente um aumento do
volume sanguineo dirigido aos tecidos pulmonares na asma (Kumar S, 1998). De outra
parte, é reconhecido desde longa data que em casos de asma fatal, a mucosa da VA é
edemaciada e contém vasos sanguineos dilatados e congestos. (Walzer 1, 1952; Unger
L. 1954; Dunnill MS, 1960). 3) As caracteristicas histolégicas da inflamacdo asmatica,
consistem em mudancas no fluxo bem como no calibre de pequenos vasos sanguineos
seguidos por alteracGes na permeabilidade vascular levando aos eventos leucocitarios
(Kay AB, 1987). O extravasamento celular, € peca chave do processo inflamatdrio
como um todo (C. Pearson ; Kroegel C e col., 1994). Sabe-se igualmente, que muitas
substancias importantes na fisiopatogenia da asma s&o conhecidas como sendo
causadoras de um aumento da permeabilidade vascular como, por exemplo, a
bradicinina e a histamina, mediadores envolvidos na resposta inflamatoria da asma
(Laitinen LA, 1987; Chediak AD, Wanner A, 1991) favorecendo extravasamento de
células e humores através dos vasos sanguineos e, s6 algumas tem um efeito oposto

sobre esta vasculatura como por exemplo os B2-agonistas (Whelan, 1992;
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Sulakvelidze, 1994; Baluk, 1994) e os corticosterdides (Bowden, 1994). 4) A
sequestracdo de leucdcitos no pulméo é governada pela retencdo dessas células nos
capilares e sua interacdo com o endotélio da microvasculatura de arteriolas e veias
sendo a cinética deste fendmeno o determinante do equilibrio entre leucocitos
circulantes e sequestrados (Kuebler WM, 1994). A partir dos primeiros procedimentos
de visualizacdo direta de leucOcitos marcados “in vitro” na microcirculagdo pulmonar
realizados por Lien e seus colaboradores foi demonstrado que o fluxo sanguineo
regional pulmonar é o maior determinante da retencdo de leucdcitos naqueles locais
(Lien DC, 10987). Os estudos em camundongos e em varios outros mamiferos sob
bloqueio (“Knock-out”) das moléculas de adesao, demonstraram que a nivel molecular,
as moléculas ICAM1 e VCAM1 sdo também criticamente importantes para o
recrutamento tanto de eosinéfilos como de células T ap6s a exposicdo alergénica
(Bochmer BS, 2000). Entretanto, independentemente do tipo de célula envolvida o
recrutamento de leucdcitos para os tecidos como vimos, envolve uma série de etapas, a
primeira delas tendo seu inicio quando as células que, ao realizarem a marginagdo, tem
de resistir as forcas da turbuléncia associadas ao fluxo sanguineo (Bochner BS, 1998) -
a forca exercida pelo fluxo sanguineo é calculada ser de 100-150 dinas/cm2 na
microcirculacdo pulmonar podendo prevenir a aderéncia ao endodélio, tanto de células
normais como neutréfilos ativados (Worthen GS, 1987) demonstrando a importancia
dos acontecimentos dentro deste compartimento. Com relagcdo a droga de estudo —
Furosemide - os inumeros trabalhos publicados nos ultimos 20 anos no que se refere a

utilizacdo desta droga em asma como vimos, se referem a sua utilizagdo por via
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inalatéria, demonstrando efeitos protetores contra varios estimulos antigénicos diretos
e indiretos (Bianco S e col., 1988), como droga anti-inflamatoria, agindo sobre células
participantes desse processo como neutréfilos, mondcitos, leucotrienos e citocinas
(Moscato G, 1991), ou por modificagcbes em parametros ventilatorios como FEV1 e
PFM, (Anderson, 1991; Yuengsrigul A, 1996). De outra parte, as propriedades da acao
vascular desta droga a nivel pulmonar, ja foram extensivamente estudadas em outras
circunstancias que ndao asma, comprovando sua efetividade e que seriam independentes
de seu efeito diurético. Em carneiros e cées, tratados com furosemide, droga diminuiu a
filtracdo transvascular de fluidos através de um efeito ndo diurético agindo
provavelmente na vasculatura alterando o fluxo sanguineo pulmonar (Zeba Najak,
1983). Os relatos existentes sobre as acdes sobre fluxo — acdo vascular desta droga - em
asma, referindo-se ao seu efeito sobre o equilibrio térmico e hidrico da VA quer por via
sistémica ou sua utilizacdo por via inalatéria (Freed NA, 1996). Nenhuma citacao,
relato ou hipotese sobre uma possivel acdo sobre o fluxo sanguineo capilar quando de
sua utilizagdo por via sisttmica em pacientes com asma como forma de interferir no
trafico de leucdcitos aos tecidos. A possibilidade de uma interferéncia neste nivel,
diminuiria o extravasamento e conseqiientemente o aporte de células inflamatérias aos

tecidos da via aérea 0 que ndao pudemos constatar com o protocolo utilizado.
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CONCLUSAO

1 No modelo utilizado, o furosemide ndo foi capaz de interferir na resposta
inflamatdria pulmonar em camundongos previamente sensibilizados com
ovalbumina em resposta a estimulacdo com 0 mesmo antigeno por via

inalatéria .

2 O furosemide néo foi capaz de alterar a celularidade total identificada

no lavado broncoalveolar nos animais em estudo.

3 Os niveis de IL-6, IL-10 e TNF o no lavado broncoalveolar dos animais
tratados com furosemide ndo foram diferentes quando comparados aos

grupos controles .
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12 PERSPECTIVAS FUTURAS

12.1 Necessidade de continuar a pesquisa

Enquanto ndo forem solucionados os problemas de dose e do momento da
administracdo do Furosemide por via sistémica, os achados aqui apresentados que
demonstram a nédo interferéncia desta droga na resposta inflamatéria (medida pelo
aporte de eosindfilos e interleucinas aos tecidos avaliados no lavado broncoalveolar)
ndo permite com seguranca avaliar a sua efetividade quando utilizado por esta via e com
0 modelo de sensibilizacdo animal utilizado. Além do fator dose, deve também ser
considerada a inclusdo em préximas pesquisas, da busca de outras interleucinas no
LBA, como a IL-5 e do GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor).
A IL-5 é considerada como a citocina principal envolvida no desenvolvimento da
eosinofilia em vivo (Chung KF, 1999) responsavel pela diferenciacdo dos eosinéfilos e
de sua liberacdo da medula 6ssea encontrando-se sabidamente aumentada na resposta de
camundongos em resposta a estimulacdo antigénica (Kung TT, 1955; Van Oostehout AJ
1995). O GM-CSF além das funcdes exibidas pela IL-5 também estimula a aderéncia
endotelial a ativacdo e degranulacdo dos eosinofilos (Walsh GM, 1990). Shahabuddin
S, demonstrou que estas celulas expostas tanto a II-5 como GM-CSF aumentam
significativamente a adesividade e transmigracdo endotelial em resposta a uma

variedade de quimoatractantes incluindo outras citocinas (Shahabuddin S, 2000).
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12.2  Importancia do componente vascular no processo asmatico

Sabemos que a cinética dos leucocitos na microcirculagdo € influenciada em
larga escala pelas forcas hemodindmicas resultantes do fluxo sanguineo através dos
vasos (Gaehtgens P, 1985). A negatividade do estudo, ao nosso ver, ndo invalida ou
diminui a importancia do compartimento vascular, como vimos, o caminho natural e
obrigatdrio de passagem de todas as células inflamatdrias liberadas pela medula 6ssea a
caminho de seus sitios de acdo final nos tecidos (Fig. 1) quando da estimulagdo
antigénica, uma vez que ndo foi utilizada técnica que pudesse escrutinar

especificamente - fluxo sanguineo.
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Tecido

Eosinofilos—*>
migrando - ‘j

Fig 1 - Cinética leucocitaria — migragio dos eosinéfilos por entre as células endoteliais apds os

mecanismos de rolagem e adesdo finalizando com a liberacéo de suas enzimas  proteoliticas e

consequente lesdo tecidual final
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A observacdo da interferéncia sobre fluxo em vasos sangiineos € hoje possivel
com o auxilio, entre outros métodos, da intravital videoscopy (Kuebler WM, 1994) onde
a migracdo dos leucocitos marcados apos a estimulacdo antigénica da via aérea ¢€
acompanhada pela microscopia e, mais recentemente, através de métodos néo
invasivos para 0s animais de estudo como a Ressonancia Magnética, utilizada como
forma de acompanhar a formacdo de edema ap0s desafio intratraqueal com OVA

(Beckmann N, 2001). (Fig.)

Fig.1 — A circulagdo Pulmonar — uma re imensa de vasos acompanhando a Via

Aérea
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Fig. 2 — A circulagéo brénquica — um imenso emaranhado de vasos circundando o

bronquiolo - o vazio central corresponde a posi¢do do brénquio
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A analise detalhada da cinética leucocitaria, ¢ de primordial importancia uma
vez que a sequestracdo € um pré-requisito indispensavel para a sua adesdo e emigracao a
parede endotelial (Ven-Adrian UH, 1991). Kuebler estudando o comportamento dos
leucdcitos sua retencdo nos capilares pulmonares sua rolagem e parada nas arteriolas e
veias, verificou que todos os segmentos da microcirculacdo pulmonar contribuem para a
reducdo de sua velocidade de passagem pelo pulméo fazendo com que o tempo em que
esse fenomeno ocorre determine o equilibrio dindmico entre o pool “circulante” e o
“pool seqiiestrado” (Kuebler W.M, 1994) e portanto, potencialmente, 0 numero de
leucdcitos nos tecidos. Os mecanismos e a implicacdo terapéutica das alteracGes no
fluxo nos vasos sanguineos da via aérea comecam a ser elucidados sendo que o0s
acontecimentos na microvasculatura ainda representam um importante vazio no
entendimento da fisiopatologia da asma (McDoanld, 2001).  H& necessidade de
continuar os estudos sobre qual a real importancia desse compartimento de passagem
como o denominamos e do furosemide ou de outros medicamentos com capacidade de
interferir no fluxo sanguineo pulmonar. Uma vez demonstrada a importancia do
primeiro e comprovada a possibilidade de nele interferir (fluxo sanguineo), com
medicamentos tanto os ja& conhecidos como furosemide ou outros que tenham este
mesmo potencial, poderiamos vir a contar com um importante auxiliar na acéo
terapéutica anti-inflamatdria geral e no trafego leucécitos aos tecidos em particular, ao
ensejar que menos células com potencial agressivo, aportem aos sitios de acdo
enquanto que aquelas que la ja estivessem presentes, sofreriam a acdo tradicional dos
anti-inflamatorios estabelecidos como os corticosteroides, numa agdo conjunta e com

consideravel beneficio direto ao paciente.
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Anexo |

Grafico 1 - Niveis de IL-10 no Lavado Bronco-Alveolar medidos em pg/mL
pelo método Elisa
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Anexo 11

Grafico 2 - Niveis de TNFa no Lavado Bronco-Alveolar medidos em pg/mLno
grupo
furosemide e grupo controle
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Gréafico 3. Niveis de IL-6 medidos no Lavado Broncoalveolar no grupo
furosemide comparado ao grupo controle.
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Anexo 11

Grafico 4 - Contagem Total de Células no Lavado Bronco-Alveolar
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