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RESUMO

SILVA, Pedro Leme. O IMPACTO DO REMODELAMENTO DA VIA AEREA E
PARENQUIMA PULMONAR NA MECANICA RESPIRATORIA EM MODELO MURINO
DE ASMA ALERGICA GRAVE. Orientadora: Patricia Rieken Macedo Rocco
Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pdés-graduagdo em Ciéncias
Biologicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencéo
do grau de mestre, Rio de Janeiro, 2006.

Introducdo: A patologia da asma grave continua pouco compreendida ja que os dados
fisiolégicos e patologicos sugerem que as modificagdes inflamatdrias existem nao
somente nas vias aéreas centrais como também nas periféricas.

Objetivo: O objetivo do estudo é desenvolver um modelo murino de asma alérgica
grave (SA) com caracteristicas histologicas e ultraestruturais similares a asma grave
humana e investigar o impacto de tais modificagbes na mecanica respiratoria.

Métodos: No grupo SA, os camundongos BALB/c foram sensibilizados e desafiados
com ovalbumina. O grupo controle recebeu salina utilizando o mesmo protocolo. Para
entender o impacto do remodelamento pulmonar em presenca de constricdo da via
aérea e unidades contrateis do parénquima, um outro grupo de animais (grupo MA) foi
submetido ao mesmo protocolo do grupo SA, mas estes receberam metacolina (agente
broncoconstritor) intravenosa imediatamente antes do experimento. A histologia
pulmonar (microscopias oOptica e eletrénica), andlise quantitativa de fibras colagenas e
elasticas nas vias aéreas e no parénquima pulmonar, os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 no
fluido do lavado broncoalveolar (BALF) e a mecénica pulmonar in vivo (pressoes
resistivas e viscoelasticas e elastancia estatica) e in vitro (elastancia e resisténcia
teciduais e histeresividade) foram avaliados. Resultados: O grupo SA demonstrou
infiltrado eosinofilico no tecido pulmonar e vias aéreas, metaplasia de células mucosas,
fibrose nas vias aéreas e parénquima pulmonar e um aumento nos niveis de citocinas
no BALF. As pressdes resistiva e viscoelastica, elastancia estatica e elastancia tecidual
foram maiores nos grupos SA e MA do que no grupo controle.

Conclusao: Esse modelo de asma alérgica grave nos possibilitou acessar diretamente
o papel da inflamagcdao e remodelamento da via aérea e parénquima pulmonar na
mecanica respiratoria.

Contagem de Palavras: 273
Palavras chave: Mecanica tecidual, coladgeno, microscopia eletrénica, asma

Rio de Janeiro
Dezembro de 2006
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ABSTRACT

SILVA, Pedro Leme. THE IMPACT OF AIRWAY AND LUNG PARENCHYMA
REMODELING IN RESPIRATORY MECHANICS IN A MURINE MODEL OF SEVERE
ALLERGIC ASTHMA Orientadora: Patricia Rieken Macedo Rocco

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pdés-graduagdo em Ciéncias
Biologicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao
do grau de mestre, Rio de Janeiro, 2006.

Background: The pathology of severe asthma remains poorly understood since
physiologic and pathologic data suggest that inflammatory changes exist not only in the
large airways but also in the lung periphery.

Objective: The aim of this study is to develop a murine model of severe allergic asthma
(SA) with some major histological and ultrastructural features of severe human asthma
and investigate the impact of such changes in the respiratory mechanics.

Methods: In the SA group, BALB/c mice were sensitized with ovalbumin and exposed to
repeated ovalbumin challenges. The control group received saline using the same
protocol. To better understand the role of airway and lung parenchyma remodeling after
bronchoconstriction in respiratory mechanics, another group of animals (MA group) was
submitted to the same protocol as SA mice but in addition received methacholine
intravenously just before the experiment. Lung histology (light and electron
microscopy), quantitative analysis of collagen and elastic fibers in the airways and lung
parenchyma, cellular profile and amounts of IL-4, IL-5, and IL-13 in the bronchoalveolar
lavage fluid (BALF), and in vivo (resistive and viscoelastic pressures, and static
elastance) and in vitro (tissue elastance, resistance, and hysteresivity) lung
mechanics were evaluated.

Results: The SA group showed eosino philic infiltration of the lung tissue and airways,
mucus cell metaplasia, fibrosis in the airways and lung parenchyma, and an increase in
the amounts of cytokines in the (BALF). Resistive and viscoelastic pressures, static
elastance, and tissue elastance were higher in the SA and MA than in the control group.
Conclusions: This model of severe allergic lung inflammation enabled us to directly
assess the role of airway and lung parenchyma inflammation and remodeling in
respiratory mechanics.

Word count: 273

Key Words: asthma, collagen, electron microscopy, lung mechanics, resistance,
eosinophil, cytokines, mouse

Rio de Janeiro
Dezembro de 2006
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PREFACIO

“‘Ha um tempo em que é preciso abandonar as roupas usadas ...
Que ja tém a forma do nosso corpo ...
E esquecer os nossos caminhos que nos levam sempre aos

mesmos lugares ...

E o tempo da travessia ...
E se ousarmos fazé-la ...
Teremos ficado ... para sempre ...

A margem de nés mesmos..."

Fernando Pessoa
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INTRODUGAO



1. Introducgao
1.1 Consideragoes Gerais

A asma é uma doenca inflamatéria das vias aéreas, associada a obstrucido ao
fluxo aéreo e hiperresponsividade brénquica. Entretanto, essas caracteristicas
podem variar de acordo com a gravidade asmatica. Embora a terapia farmacoldgica
existente seja capaz de controlar a maioria dos sintomas da asma, existe um
subgrupo de pacientes asmaticos que apresentam uma baixa resposta ao
tratamento convencional, tem altas taxas de morbidade e uma piora na qualidade de
vida (BARNES, 1998).

Atualmente, aproximadamente 300 milhées de pessoas no mundo tém asma,
sendo que a prevaléncia desta doenca aumenta em cerca de 50% a cada década
(MASOLI et al., 2004). As prevaléncias sao altas (>10%) em paises desenvolvidos e,
apesar de dados deficitarios (incluindo muitos dados provenientes da Africa), as
taxas estdo crescendo em regides em desenvolvimento t&do logo se tornam mais
industrializadas (MASOLI et al., 2004) (Figura 1).

Tanto nos paises do leste europeu como nos paises em desenvolvimento, os
pacientes com asma grave séo responsaveis por aproximadamente 50% dos custos
governamentais econémicos diretos e indiretos, apesar dessa populacéo representar
somente 10 a 20% da populagao total com asma (BEASLEY, 2002; GODARD et al.,
2002; WENZEL, 2005). Tendo em vista o impacto da asma grave nos custos de
saude e a necessidade de compreender seus mecanismos fisiopatoldgicos iniciou-se
um estudo multicéntrico na Europa (ENFUMOSA). Com o objetivo de coletar,
através de uma grande amostra de pacientes, dados confiaveis acerca do fendétipo
da asma grave. Com base nesse estudo, identificou-se que a asma grave possui
caracteristicas clinicas distintas, que variam de sua forma leve a moderada, tendo

como principais caracteristicas: sintomas persistentes, testes de funcao pulmonar



alterados apesar do uso de altas doses de medicamentos, inflamagao neutrofilica,

liberagao de mediadores inflamatérios e pouca associagdo com atopia.

M =>10.1%

i
W7.6—10.0% |} §
[051—75% Y9
M25-50% 4.
M 0—2.5%

[] No standardized data available

Figura 1. Prevaléncia mundial da asma (MASOLI et al., 2004).

1.2 Caracteristicas Clinicas da Asma Grave

A asma grave apesar de afetar um pequeno percentual da populagao
asmatica (aproximadamente 10%), permanece como uma doenga frustrante ja que
esses pacientes continuam com o tratamento deficitario e, com isso, propensos a
graves exacerbacdes. Tem sido identificado que esses individuos sdo mais
predispostos a internagdes de emergéncia, ou hospitalares, do que os asmaticos
leves e moderados (SERRA-BATLLES et al, 1998). A introdugdo de potentes
corticosterdides inalatérios teve um importante impacto na sobrevida de pacientes

dependentes de corticosterdides orais, porém os resultados perduram controversos



em funcdo da heterogeneidade da doengca (NOONAN et al., 1995). Sendo a asma
uma doenca complexa com diferentes fendtipos e alta variabilidade clinica, vem
sendo necessario tragar uma definicdo que possa incorporar sendo todos, a maioria
dos critérios para a asma grave.

Surpreendentemente, pouco se sabe acerca do desenvolvimento da asma
grave. Até o momento, ha diversos pontos que necessitam ser elucidados como, por
exemplo: estaria a asma grave relacionada a fatores genéticos e ambientais, ou um
evento agudo induziria alteragdes ultraestruturais irreversiveis nas vias aéreas e no
parénquima pulmonar que contribuiriam para a gravidade da doenga ? Nao se sabe
se qualquer paciente com asma pode vir a desenvolver asma grave, ou se somente
um pequeno subgrupo de pacientes estaria propenso. Atualmente, os estudos
longitudinais tém analisado principalmente o VEF; (volume expiratério forcado em
1,0 segundo), a fim de identificar e estratificar a gravidade da asma, porém esse
parametro possui baixa correlacdo com os sintomas da doenca (TEETER et al.,
1998).

No passado, todos os casos de asma eram considerados similares, diferindo
somente na gravidade, que se baseava na necessidade do paciente utilizar
esteréide e agonista [(32-adrenérgico com maior frequéncia e maiores doses.
Entretanto, com a identificagdo dos fendétipos da asma grave e a variabilidade clinica
na sua apresentagdo, essa visao vem sendo modificada. Varios sao os fenétipos da
asma grave: asma eosinofilica ou ndo-eosinofilica, asma intrinseca ou extrinseca, e
a asma sensivel a aspirina. Estudos patologicos de asma grave sugerem que 50% a
66% dos pacientes com asma grave possuem infiltrado eosinofilico nas vias aéreas
de grande calibre, apesar do uso de altas doses de corticosterdide sistémico ou oral.

Os pacientes com asma grave e com aumento do numero de eosindfilos no muco,



no fluido do lavado broncolaveolar e no tecido (bidpsia) apresentam piora funcional
(VEF+ reduzido) e maior propensao a exacerbagdes clinicas, em comparagao com o
subgrupo de pacientes sem eosindfilos (WENZEL et al., 1999; PAYNE et al., 2001;
TEN BRINKE et al., 2001).

Recentemente, essa diferenca fenotipica tem sido atribuida ao momento em
que a asma grave se inicia, isto é, na fase precoce ou tardia da doenga (MIRANDA
et al., 2004). A eosincfilia persistente parece ser mais prevalente na fase tardia da
asma, independente da dose de corticosterdides. Na fase precoce da doenga, o
aumento no numero de eosinodfilos esta associado a presenca de linfocitos T e
mastoécitos ja na doencga de inicio tardio, ha a presenga somente de eosindfilos com

pouca evidéncia de envolvimento de qualquer outro tipo celular.

1.3 Modificagoes Patolégicas e Histopatoldgicas

Ao longo das duas ultimas décadas, tém sido identificadas vias alérgicas
fundamentais, com uma participacdo de um importante subtipo de células T
(designadas células Th2), que produzem citocinas e quimiocinas relacionadas a
regulagéo de imunoglobulina E (IgE) e a maturagdo, recrutamento, disparo e ativagao
de mastdcitos, basdfilos e eosindfilos. As vias alérgicas que contribuem para a
disfuncdo das vias aéreas na asma leve e moderada sdo sensiveis a agcdo dos
corticosteroides. Ja na forma mais grave, o padrdo inflamatério se modifica, com a
participacao de neutrdfilos e evidente destruicdo tecidual e remodelamento das vias
aéreas (JATAKANON et al., 1999; HAMILTON et al., 2003). As vias aéreas na asma
grave exibem caracteristicas de lesdo cronica com evidéncia de injuria e reparo
teciduais. Entretanto, a patologia da asma grave continua pouco compreendida,
principalmente devido as limitagdes na aquisi¢ao de tecido pulmonar (WENZEL, 2005),

ja que os resultados fisiologicos e patologicos sugerem que as modificagdes



inflamatoérias ocorrem na periferia do pulmdo (CARROLL et al, 1997; DE

MAGALHAES SIMOES et al., 2005). A histologia da asma grave é caracterizada por

varias modificagdes estruturais, incluindo:

a)

b)

Desacoplamento epitelial e espessamento da membrana basal (KAY, 1996) — O
espessamento e lesao da superficie epitelial, bem como a presenca de células com
intensa atividade mitética, sdo frequentes nos pacientes que vieram a falecer de
ataque asmatico, tendo asma grave como doenca de base. Acredita-se que as
proteinas derivadas do eosindfilo, juntamente com as espécies reativas de oxigénio
e proteases, podem contribuir para a fragilidade do epitélio. Além disso, os
pacientes com asma grave e eosinofilia persistente possuem a membrana basal
reticular mais espessa, em comparagao com individuos normais, pacientes com
asma leve e aqueles com asma sem eosinofilia (WENZEL et al., 1999; MIRANDA
et al., 2004). Essa fragilidade epitelial, aliada ao espessamento da membrana
reticular, pode vir a resultar no desacoplamento epitelial que, por sua vez, é um
achado classico, principalmente em pacientes que faleceram apds ataque
asmatico.

Hiperplasia da glandula mucosa (QUTAYBA, 2003) — Essa modificagdo pode ser
encontrada tanto nas vias aéreas proximais como também nas vias aéreas distais
de pacientes com asma grave (AIKAWA et al., 1992). Com a hiperplasia/hipertrofia
da glandula mucosa e células caliciformes ocorre aumento na produgdo de muco
com a obstrugcdo de vias aéreas de médio e pequeno calibres, contribuindo para a
limitagdo de fluxo aéreo e o aprisionamento de ar na asma grave.

Fibrose subepitelial — Nos ultimos cinco anos, tem sido sugerido que a diminuigdo
progressiva e aparente da fungdo pulmonar nas formas mais graves da asma seria
causada por modificacbes estruturais ou remodelamento nas vias aéreas e do
parénquima pulmonar. Em um estudo de bidpsias pulmonares de pacientes com
asma grave, constatou-se deposi¢ao de fibras colagenas e acumulo de fibroblastos

nas vias aéreas (BENAYOUN et al., 2003). As fibroses subepitelial e alveolar



d)

f)

provavelmente estdo relacionadas com a piora funcional progressiva observada
nos pacientes com asma grave.

Elastdlise e fragmentacdo de fibras elasticas (MAUAD et al., 1999) — A relagéo
entre estrutura e fungdo na asma tem sido muito estudada. Sabe-se que, todos os
compartimentos da via aérea tém sido relacionados a alguma alteracao estrutural
que pode vir a acarretar modificagées funcionais (ROBERTS, 1995). As fibras
elasticas fornecem suporte para manter a via aérea aberta e retorna-la a posicao de
repouso. Mauad e colaboradores (MAUAD et al., 1999) demonstraram, em
autopsias de pacientes que vieram a falecer de ataque asmatico, que tanto a
elastélise, quanto a fragmentagédo das fibras elasticas estdo presentes nas vias
aéreas, indicando que o sistema de fibras elasticas pode participar no
remodelamento e no mecanismo de broncoconstrigao.

Infiltrado de células inflamatdrias (DE MAGALHAES SIMOES et al., 2005) — Pouco
se sabe sobre a distribuicdo da inflamacao nas vias aéreas de pacientes com asma
grave. Estudos realizados com fibroscopia somente coletaram amostras proximais,
sendo que o lavado broncoalveolar ndo é especifico, pois inclui todas as células
das vias aéreas proximais e distais. Em um recente estudo, analisou-se o padrao
inflamatério de toda a arvore traqueobrdonquica, em tecidos de autdpsia, e
constatou-se uma distribuicdo difusa de eosindfilos desde a mucosa nasal até as
por¢cdes pulmonares distais. A participagcdo da via aérea distal no processo
inflamatdrio da asma tem ganhado bastante interesse, ja que essa regido parece
atuar na perpetuagao da inflamagao, uma vez que a maioria dos medicamentos
utilizados para a terapia da asma ndo consegue alcancar as vias aéreas distais
(LEACH et al., 1998).

Hiperplasia/hipertrofia da musculatura lisa bronquica (SEOW et al.,, 1998) — A
quantidade e/ou o formato das fibras de musculo liso estda aumentada nas vias
aéreas de pacientes com asma grave esta aumentada. Por exemplo, pacientes que

vieram a falecer de asma apresentaram hipertrofia nos musculos lisos das vias



aéreas de grande e pequeno calibre (JAMES et al., 1989). Nesse contexto, varios
estudos tém sugerido que a principal diferenca entre a asma leve e grave é a

quantidade de musculo liso presente nas vias aéreas proximais (BENAYOUN et al.,

2003).
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Figura 2. Respostas inflamatérias e remodelamento na asma com ativagao da jungao
epitélio-mesénquima. A lesao epitelial altera a comunicacao entre o epitélio brénquico
e as células mesenquimais sobrepostas, levando a uma ativagao dos miofibroblastos,
aumento da espessura da membrana basal e inducdo de modificagdes estruturais da

parede da via aérea (HOLGATE et al., 2006).



1.4 Modelos Murinos de Asma Alérgica

Os modelos murinos de asma alérgica sdo uteis para examinar 0s mecanismos
basicos da inflamacgéao alérgica e a subseqlente resposta imunoldgica (KUMAR et al.,
2002). Um modelo ideal de asma brénquica deve mimetizar o maior numero possivel
de caracteristicas da doenga humana incluindo: altos niveis de imunoglobulinas
especificas a alérgenos; inflamacao da via aérea caracterizada pelo influxo de células
T; eosindfilos e neutrdfilos; desenvolvimento de hiperresponsividade de via aérea, e
remodelamento crénico das vias aéreas com deterioracdo na fungéo pulmonar. Em
camundongos, a exposicdo ao alérgeno induz a produgdo de determinadas
imunoglobulinas especificas com o desenvolvimento de reagbes de hipersensibilidade
cutanea imediata. Além disso, apds repetidas exposi¢cdes ha acumulo de eosindfilos e
hiperresponsividade de vias aéreas a estimulos nio especificos, tais como metacolina
(CIESLEWICZ et al., 1999; NEUHAUS-STEINMETZ et al., 2000). A metacolina € um
potente broncoconstritor que atua nos receptores muscarinicos localizados na
musculatura lisa das vias aéreas levando a uma obstrucao ao fluxo aéreo. Entretanto,
o nivel da resposta imune Th2 depende largamente da linhagem do camundongo, da
via de administragao do alérgeno, sua dose e frequéncia de exposig¢ao.

Os camundongos BALB/c sdo conhecidos por apresentarem aumento de IgE
quando expostos a diferentes alérgenos, enquanto os camundongos C57BL/6 e SJL
possuem uma produgdo de IgE intermediaria e baixa, respectivamente. Os
camundongos BALB/c, quando expostos a ovalbumina (OVA), apresentam aumento
no numero de linfocitos, eosindfilos e neutrdfilos no fluido do lavado broncoalveolar,
como também elevada produgao de interleucina 4 (IL-4), IL-5 e TNF-a. Além disso, o
camundongo BALB/c demonstra maior grau de hiperreatividade das vias aéreas em
comparagao ao camundongo C57BL/6, indicando que o mesmo alérgeno causa
diferentes fenodtipos que dependem dos pré-requisitos genéticos. Logo, a gravidade da

inflamacéo e a fungdo pulmonar variam entre as diferentes linhagens (HERZ et al.,
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1998).

Varios fatores influenciam diretamente a qualidade e a quantidade da resposta
imunoldgica ao alérgeno, sendo que diferengas no protocolo podem ter efeitos
drasticos no desenvolvimento do fenétipo asmatico em camundongos. O modo de
administracdo do alérgeno tem um importante impacto na qualidade da resposta
imunoldgica. O alérgeno pode ser administrado tanto por nebulizacdo quanto por
instilagao intratraqueal ou, ainda, por aplicagao intranasal. Tais protocolos resultam em
uma indugdo maxima e reprodutivel de uma resposta imunoldgica inflamatéria nas vias
aéreas, juntamente com o desenvolvimento de hiperresponsividade brénquica (HERZ

etal., 2004).

1.5 Interacgao via aérea-parénquima pulmonar

A relagdo entre estrutura e funcdo na asma tem sido muito estudada. As
alteracbes nas vias aéreas e no parénquima pulmonar observadas na asma
contribuem para as modificagdes funcionais (ROBERTS, 1995). Os principais
constituintes da matriz extracelular pulmonar incluem: fibras colagenas e elasticas, e
proteoglicanos cujas caracteristicas sdo importantes para o estabelecimento das
propriedades mecanicas dos tecidos e das vias aereas. Entre essas moléculas, a
mais abundante e, talvez a mais importante para a integridade estrutural, é o
colageno.

Tem sido observada deposi¢ao subepitelial de fibras colagenas |, Ill e V na
lamina reticular, mesmo em casos de asma leve (ROCHE et al., 1989). Além disso,
as fibras elasticas tém um papel importante no processo de remodelamento das vias

aéreas de individuos com asma, podendo contribuir para o0 mecanismo de
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broncoconstricdo (MAUAD et al., 1999). Entretanto, ndo ha consenso na literatura
sobre as modificagdes das fibras elasticas e colagenas nas vias aéreas de pacientes
com asma grave. Em um estudo descritivo, Bousquet e colaboradores (BOUSQUET
et al., 1996) demonstraram fragmentagao e diminui¢cao de fibras elasticas na camada
subepitelial de bidpsias brénquicas de pacientes com asma grave. Por outro lado,
Godfrey e colaboradores (GODFREY et al., 1995) ndo conseguiram demonstrar
diferencas no conteudo total de fibras elasticas nas vias aéreas de pacientes com
asma, leve e grave, quando comparados com individuos saudaveis.

Diversos fatores podem contribuir para a hiperresponsividade da via aérea na
asma grave (BRADLEY et al., 1991; JEFFERY et al., 1992). Tem sido proposto que
essa modificagao funcional pode resultar em redugao da retracdo elastica das vias
aéreas (BOUSQUET et al, 1996), perda do epitélio e eosinofilia mucosa.
Adicionalmente, tem sido proposto que as modificacbes da matriz extracelular do
parénquima pulmonar, bem como as modificagbes ultraestruturais na asma grave,
tém importante participagao na acentuacdo da hiperresponsividade das vias aéreas

(ADLER et al., 1998; RAMOS-BARBON et al., 2004).
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2. Justificativa

A asma grave atinge um pequeno percentual da populagéo de individuos com
asma (aproximadamente 10%). Entretanto, em fungdo da terapia farmacolégica ndo
ser eficaz e desses pacientes estarem propensos a exacerbacdes, eles contribuem
desproporcionalmente com elevados custos para o sistema governamental de saude
(WENZEL, 2005). A patologia da asma grave continua pouco compreendida,
principalmente, devido as limitagbes na obten¢cdo de amostras teciduais (WENZEL,
2005), ja que os dados fisiolégicos e patolégicos sugerem que as modificagdes
também existem na periferia do pulméo (CARROL et al., 1997; DE MAGALHAES et
al., 2005). A histopatologia da asma grave €& caracterizada por numerosas
modificagdes estruturais, incluindo: desacoplamento epitelial e espessamento da
membrana basal reticular (KAY, 1996), hiperplasia de glandula mucosa (QUTAYBA,
2003), fibrose subepitelial (QUTAYBA, 2003), elastélise e fragmentacéo de fibras
elasticas (MAUAD et al., 1999), infiltragao de células inflamatérias (DE MAGALHAES
SIMOES et al., 2005), hipertrofia/hiperplasia de musculo liso bronquico (SEOW et
al., 1998) e modificacbes vasculares (QUTAYBA, 2003). Entretanto, a maioria
dessas modificacbes patologicas nas vias aéreas asmaticas somente foi investigada
postmortem (KAY, 1996) e o impacto dessas alteracbes na fungdo pulmonar ainda

necessita ser melhor elucidada.

Os modelos murinos de asma alérgica provaram ser Uteis na avaliagao dos
mecanismos basicos de inflamagao alérgica e da resposta imunoldgica subsequente
(KUMAR et al., 2002). Na maioria dos modelos animais, a ovalbumina tem sido
utilizada como antigeno para estudar os eventos fisiopatolégicos e os mecanismos
da imunomodulagcdo experimental. Tais protocolos resultam em uma indugao

satisfatéria e reprodutivel de uma resposta inflamatéria nas vias aéreas,
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paralelamente com o desenvolvimento de hiperresponsividade brénquica (KUMAR
et al, 2002). H4& poucas descricbes na literatura de modelos murinos de asma
alérgica grave (MUKAYAMA et al., 2004; BEAVITT et al., 2005) e nenhum deles
mimetiza as alteragdes morfoldgicas e funcionais da asma grave humana. Ambos
estudos caracterizam a asma grave em fung¢ao da intensidade da reagéao inflamatdria

e responsividade de via aérea e ndo das modificagdes histopatoldgicas.
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3. Objetivos

Desenvolver um modelo murino de asma alérgica grave que apresente
modificagdes histoldgicas, ultraestruturais e imunoldgicas similares a asma grave
humana.

Avaliar o impacto dessas alteragées morfoldgicas na mecanica pulmonar.

3.1 Objetivos Especificos
Dentre os objetivos especificos se destacam:

a) Analisar a mecanica pulmonar in vivo e in vitro;

b) Analisar a hiperresponsividade das vias aéreas;

c) Analisar a histologia pulmonar (microscopias optica e eletrénica);

d) Quantificar as células eosinofilicas no tecido pulmonar;

e) Quantificar citocinas e celularidade total e diferencial no fluido do lavado

broncolalveolar.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Quarenta e seis camundongos machos BALB/c (20-25 g), oriundos do biotério
do Laboratério de Investigacdo Pulmonar do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro foram utilizados. A fim de analisar a
mecanica pulmonar in vivo e in vitro, a histologia (morfometria e celularidade) e a
microscopia eletrdnica, dezoito camundongos foram randomicamente divididos em
dois grupos. No grupo de asma alérgica grave (SA) (n = 6), os animais foram
imunizados, através de um protocolo que consistia de inje¢des intraperitoneais de 10
pug ovalbumina estéril (OVA) em 0.1 mL de salina nos primeiros 14 dias durante 7
dias alternados. Quarenta dias apods o inicio da sensibilizagao, 40 ug OVA em 20 pl
de salina estéril aquecida foram instiladas intratraquealmente. Esse procedimento foi
repetido trés vezes com um intervalo de trés dias entre as instilagées. No grupo
controle (C) (n = 6), os animais receberam salina utilizando o mesmo protocolo. Para
entender o impacto da administragdo de um potente agente broncoconstritor
(metacolina) em presenca de remodelamento pulmonar, foi realizado um outro grupo
de animais submetido ao mesmo protocolo do grupo asma alérgica grave, porém
eles receberam injecao intravenosa de metacolina (3000 pg/kg) imediatamente antes

da analise da mecénica pulmonar in vivo (grupo MA).
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Figura 3. Representagao esquematica temporal do protocolo experimental.
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Figura 4. Organograma do experimento da mecanica pulmonar in vivo, in vitro e
histologia.

BALB/c (n = 18)

Asma Al érgica Grave
SA) (n=12)

Asma Al érgica Grave Asma Al érgica Grave
(SA)(n=6) com Mch (MA) (n=6)

Controle (C) (n=6)



20

Os animais permaneceram em gaiolas microisoladoras por 47 dias com o
intuito de protegé-los de possiveis agentes infecciosos. Todos os camundongos
foram tratados de forma similar. Adicionalmente, com o objetivo de impedir infec¢des
pulmonares, todas as substancias e materiais cirurgicos foram esterilizados antes
dos experimentos.

Os animais receberam cuidados conforme o guia preparado pelo Comité de
cuidados e uso dos animais de laboratério do Conselho Nacional de Pesquisas dos
Estados Unidos da América (U.S. Department of Health and Human Care
Services,1985). O projeto foi aprovado pela comissao interna do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CAUAP -
Comisséao de Avaliagao e Utilizacdo de Animais de Pesquisa).

A medida da mecanica respiratoria e a analise da histologia por microscopia
Optica foram realizadas no Laboratério de Investigagdo Pulmonar do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho (UFRJ), a analise do fluido do lavado broncoalveolar
foi realizada no Laboratério de Microbiologia no Departamento de Microbiologia
(UFRJ), e a analise da histologia por microscopia eletrbnica foi realizada no
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao

Paulo (USP).

4.2 PREPARO DOS ANIMAIS PARA ANALISE DA MECANICA IN VIVO

Vinte e quatro horas apods o ultimo desafio de ovalbumina intratraqueal, a
mecanica pulmonar foi analisada. Para o estudo funcional foram utilizados todos os
seis animais de cada grupo. Os animais foram sedados [diazepam 5 mg,
intraperitonealmente (i.p.)], pesados (balanga Filizola, modelo BR, fabricado por
Industrias Filizola AS, SP, Brasil) e, em seguida, anestesiados com pentobarbital

sodico [Hypnol®, Cistdlia, Itapira, SP, Brasil (20 mg/kg, i.p.)]. Essa dose era suficiente
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para manter o animal em plano anestésico (supressao do reflexo cérneo-palpebral)
por 1 hora, quando, entdo, foi administrada uma nova dose (metade da anterior) de
pentobarbital sédico [Hypnol®, Cistalia, Itapira, SP, Brasil (20 mg/kg, i.p.)].

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa
sob foco cirurgico em decubito dorsal, sendo seus membros fixados por esparadrapo.
Os membros superiores foram mantidos em abdug¢ao a 90 graus em relagéo ao corpo
e 0s membros inferiores estendidos em diagonal. Apds o posicionamento cirurgico, foi
realizada uma pequena incisdo longitudinal, medial, de aproximadamente 0,5 cm de
extensdo na face ventral no pescogo seguida de divulsdo dos tecidos até a exposi¢cao
completa do tergo inicial da traquéia. A seguir, pela traqueostomia, uma canula de
polietileno (0,8 cm de didmetro interno) foi introduzida na traquéia, sendo esta fixada
na porc¢ao proximal por meio de fios de algodao. A resisténcia do equipamento (Req),
incluindo a céanula traqueal foi constante até um fluxo (V') de 26 mL.s™ e de 0.12
cmH,O.mL".s. A presséo resistiva do equipamento (= Req/V’) foi diminuida da pressao
resistiva pulmonar sendo que os presentes resultados representam as propriedades
mecanicas intrinsecas.

Para o estudo da mecanica pulmonar, os animais tiveram sua musculatura
paralisada apds a administragéo intravenosa (i.v.) de brometo de vecurénio (5 pg/kg
i.v.) e a parede toracica anterior retirada bem como o musculo diafragma, sendo
portanto os pulmdes e o coragao expostos ao ar ambiente. Esses, por sua vez,
receberam constante hidratagdo com salina aquecida. Imediatamente apds a
retirada da parede toracica, foi aplicado uma pressao positiva ao final da expiragao
(PEEP) de 2 cm H,O com o objetivo de manter as estruturas alveolares abertas e
estabilizadas. A cénula traqueal do animal foi conectada a um pneumotacdgrafo
para pequenos animais (MORTOLA et al., 1983) para medida de fluxo aéreo. O
pneumotacdgrafo que foi utilizado consiste de uma canula metélica com duas saidas

laterais com as seguintes caracteristicas: didmetro interno = 1,5 mm, comprimento =
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4,2 cm e distancia entre as saidas laterais = 2,1 cm. O gradiente de pressao através
do pneumotacoégrafo foi determinado utilizando-se um transdutor diferencial de
pressao Scireq [©SCIREQ Scientific Respiratory Equipment Inc. (SC-24), Montreal,
Canada). Essa forma de medir fluxo aéreo, além de bem simples, € adequada, visto
que, em animais de pequeno porte, os fluxos baixos e as dimensbes traqueais
reduzidas sao responsaveis pela existéncia de fluxo laminar e, portanto, o fluxo
aéreo pode ser medido de acordo com a lei de Poiseuille, onde a diferenca de
pressado entre as saidas laterais do pneumotacégrafo é proporcional ao V’. Através
de outra saida lateral, a via aérea foi conectada a outro transdutor diferencial de
pressdo para medida da pressao traqueal (Ptr). A inexisténcia de mudancgas
abruptas no didmetro do circuito (da traquéia até a extremidade da tubulagao) evitou
erros de medida de resisténcia ao fluxo (CHANG et al., 1981). O volume (Vr)
mobilizado foi obtido por integracao digital do sinal de fluxo.

A ventilacao artificial foi instituida por um ventilador mecanico para pequenos
animais (Samay VR15, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguai) acoplado
a outra extremidade do pneumotacégrafo. Os animais foram ventilados com volume
corrente de 0,2 mL, fluxo aéreo de 1 mL/s, frequéncia respiratoria de 100 irpm.

A mecanica respiratoria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracdo apés insuflagdo com fluxo constante (BATES et al., 1985, 1988, 1989;
KOCHI et al., 1988a, 1988b), que permite analisar separadamente os componentes
elastico, viscoso e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulmao (Figura 4). No presente
estudo, como a parede toracica anterior foi retirada, somente foram analisados os
componentes elasticos, viscoso e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulmao.

Apos a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiragdo, ocorre uma queda

subita da pressao traqueal (Ptr) até um ponto (ponto de inflexdo, Pi) a partir do qual
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o0 decaimento da pressdo assume carater mais lento, atingindo um platd em sua
porcao terminal. Esta fase de platé corresponde a pressao de retracao elastica do
pulméo (Pel) (Figura 4). A diferenga de pressao (AP1) que caracteriza a queda
rapida inicial, representada pela diferenga entre a pressdo maxima inicial (Pmax) e o
ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta (Pi), corresponde ao componente
viscoso do pulm&o. A segunda variagdo de pressao (AP2), representada pela queda
lenta, do Pi ao platd (Pel), reflete a pressao dissipada para vencer o componente
viscoelastico (“stress relaxation”) e/ou inomogéneo (“pendelluft’) do tecido pulmonar
(BATES et al., 1988; D’ANGELO et al., 1989; KOCHI et al., 1988a, 1988b). A soma
de AP1 e AP2 fornece a variagao total de pressao (APtot). A elastancia estatica do

pulmé&o (Est) foi calculada dividindo-se a Pel pelo volume corrente (Vr).
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Figura 5. Representacdo esquematica dos tragados de fluxo, volume e pressao
traqueal em fungao do tempo, obtidos a partir da oclusdo da via aérea ao final da
inspiracdo. Pmax = pressdo maxima alcangada, Pi = pressdo no ponto de inflexao,

Pel = pressao de retracao elastica e V+ = volume corrente.

Para a realizagao da oclusao, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de fechamento
definido (10 ms). Como este fechamento ndo é absolutamente instantaneo, o fluxo
nunca cai a zero imediatamente apos a ocluséo, propiciando, assim, a existéncia de

um pequeno volume. Este fluxo sera responsavel pelo aumento do volume pulmonar e,
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consequentemente, de Pi e Pel. Por isso, foi realizada a corre¢gao de acordo com Kochi
e colaboradores (KOCHI et al., 1988a).

Foram registrados 10 ciclos pelo método de oclusdo ao final da inspiragcao
(BATES et al., 1985, 1988, 1989; KOCHI et al., 1988a, 1988b) em cada animal. Os
transdutores conectados ao pneumotacografo e ao tubo traqueal registraram os sinais
de V’ e Ptr, respectivamente. As respostas de frequiéncias dos sistemas de registro da
Ptr foram estaveis até 20 Hz. Os sinais foram filtrados [©SCIREQ Scientific Respiratory
Equipment Inc. (SC-24), Montreal, Canada], convertidos a sinais digitais por um
conversor analégico-digital de 12-bits (DT-2801A, Data Translation, Malboro, MA,
EUA), e amostrados a uma frequéncia de 200 Hz. Os sinais foram armazenados em
microcomputador, utilizando-se o software LABDAT (RHT-InfoData, Montreal, Canada)
e gravados em disquetes magnéticos para posterior analise, que foi realizada pelo

programa ANADAT (RHT-InfoData, Montreal, Canada) (Figura 5).
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Figura 6. Montagem experimental consistindo de:
1 - Cilindro de ar comprimido.

2 - Rotamero de agulha.

3 - Ventilador de fluxo inspiratorio constante com duas valvulas solendides.

4 - Pneumotacégrafo.

5 - Peca T para medida de pressao nas vias aéreas.

6 - Canula traqueal.

7 - Mesa cirurgica.

8 - Transdutor de pressao traqueal.

9 - Transdutor diferencial de presséo para medida de fluxo.
10 — Scireq.

11 - Conversor analdgico-digital de 12 bits.

12 - Microcomputador.
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4.3 PREPARO DOS ANIMAIS PARA A ANALISE DA HIPERRESPONSIVIDADE

BRONQUICA

Em outro grupo de animais (grupos C e SA, n=4/cada), a hiperresponsividade
de via aérea foi mensurada. Uma dose de salina seguida por doses crescentes de
metacolina (3, 10, 30, 100, 300, 1000, 3000, 10000 pg/kg) foram administradas por
um cateter de polietileno inserido na veia jugular e a pressao traqueal maxima foi
coletada 30 s, 1, 3, 5 e 7 minutos apds a injegao de metacolina. O fluxo aéreo e a
pressao traqueal foram mensurados diretamente apds alcangado o aumento maximo
na Ptr que seguiu a infusdo intravenosa de metacolina (ARANTES-COSTA et al.,
2002; LIMA et al., 2002; XISTO et al., 2005). A resisténcia do sistema respiratorio foi
obtida através da equagdo de movimento do sistema respiratorio: Ptr (t)=E.V (t)+R.V’
(t) onde (t) é tempo, Ptr = Pressao Transpulmonar, E = elastancia, R = resisténcia, V

= volume e V’ = fluxo.

4.4 PREPARO DOS ANIMAIS PARA ANALISE DA MECANICA IN VITRO

Apos a determinagdo da mecanica respiratoria, heparina sddica (1000 [U) foi
imediatamente injetada via venosa. Dez minutos depois, a traquéia foi clampeada,
ao final da expiracao, e a aorta abdominal e a veia cava foram secionadas, levando
a uma grande hemorragia que rapidamente matou os animais. Os pulmdes foram
removidos em bloco e tiras de tecido pulmonar, com dimensdes de 1,0x0,2x0,2 cm
foram retiradas da periferia do pulmao esquerdo desses animais, para evitar a
presenca de vasos e brénquios. As tiras de parénquima pulmonar foram
imediatamente colocadas em um recipiente contendo solucdo de Krebs-Henseleith
gelada, continuamente borbulhada com uma mistura carbogénica (95% O. e 5%

CO,), trocada a cada 20 minutos (SALERNO et al., 1998; LOPEZ-AGUILAR et al.,



28

1998; ROCCO et al., 2001).
As tiras de tecido pulmonar foram pesadas, e seus comprimentos iniciais (Lo)
medidos com um paquimetro. O volume das tiras foi determinado por densitometria

simples e calculado como Vol = AF/d, onde AF é a alteracao total na forga devido a

imersao da tira na solugdo de Krebs-Henseleith, e & € a densidade de massa da
solugéo Krebs-Henseleith (1,002 g/cm®) (ROCCO et al., 2001).

Posteriormente, as tiras de tecido pulmonar foram suspensas verticalmente
num banho, contendo solugao Krebs-Henseleith a 37°C e continuamente borbulhada
com a mistura carbogénica, através de ganchos de metal fixados nas extremidades
das tiras com cianocrilato e acoplados a transdutores de for¢ca (FT03, Grass
Instruments Co., Quincy, MA, EUA) (ROCCO et al., 2001; ROMERO et al., 2001). O
movimento da haste conectada ao alto-falante era transmitido para uma mola de
prata, com médulo de Young conhecido, conectada a outro transdutor de forga,
permitindo as medidas de deslocamento da mesma (Figura 6).

Todo o sistema foi conectado a um gerador de fungédo, o computador, que
determinou a forma da onda, a frequéncia e a amplitude de oscilacdo da tira.
Portanto, esses sinais foram condicionados, passando através de filtros Bessel de
oito pélos (902LPF, Frequency Devices, Haverhill, MA, EUA) e sendo convertidos

analogo-digitalmente.
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Figura 7. Montagem experimental para medida da mecanica tecidual.

A éarea de segdo transversa inicial da tira de tecido (Ao) foi determinada
através da relagao entre o volume e o comprimento iniciais da mesma, de acordo
com A, = vol/Lo (MORETTO et al., 1994; YUAN et al., 2000). Para um estresse de 1 x
102 N/m?, a forga basal (FB) foi calculada como FB (N) = A, (m?) x 10 2 N/m? e
ajustada pelo deslocamento vertical do transdutor de forga (YUAN et al., 2000).

Durante 10 minutos, cada tira de tecido foi precondicionada através de
oscilagdes senoidais com frequéncia de 0,5 Hz e amplitude ajustada até que se
alcancgasse o estresse maximo de 2 x 102 N/m?. Apos este periodo, uma nova FB foi
calculada, sendo a amplitude ajustada para 5% de Ls € mantendo a oscilagdo com
freqiéncia de 1 Hz, por mais 30 minutos, ou até que uma curva estavel fosse

atingida.
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4.5 DETERMINAGAO DOS PARAMETROS MECANICOS TECIDUAIS

As tiras de tecido pulmonar foram submetidas a oscilacdo senoidal na
amplitude de 5% de Lg e frequéncia de 1 Hz. Para calcular a resisténcia (R),
elastancia dindmica (E) e histeresividade (n) teciduais, foram analisadas as curvas
de forga-deslocamento (FREDBERG et al., 1989; LOPEZ-AGUILAR et al., 1998).

A area de secéo transversa instantanea (A)) foi determinada como: A; = Vol/L;
(m?), onde L; € o comprimento instantaneo. A tensdo instantanea (o)) foi calculada
dividindo forga (N) por A..

Todos os parametros foram medidos ciclo por ciclo. A resisténcia tecidual foi

determinada a partir da area contida sob a curva forca-deslocamento:

R =(4.H)/[nw.(Ae)]

onde H é a area de histerese da curva for¢ca-deslocamento, w é a frequéncia angular
(w = 217, rad/s), e Ae é o deslocamento normalizado ou a variagao de deslocamento

ciclo por ciclo dividido por Ls. A elastancia dinadmica tecidual foi determinada por:

E = (Aoi / Ag) cosB

onde Ag; representa a variagao ciclo a ciclo na forga, e 8 € o angulo de fase entre
forca e deslocamento [0 = sen™ (4H / TLAG.Ag)]. A histeresividade, que quantifica a
dependéncia dos processos dissipativos nos processos elasticos (FREDBERG et al.,

1989), foi determinada como:

n = tan@
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA (MORFOMETRIA E CELULARIDADE)

A analise morfométrica foi realizada nos pulmdes retirados na capacidade
residual funcional. Imediatamente apds a remog¢ao dos pulmdes em bloco, o pulm&o
direito foi congelado por imersao rapida em nitrogénio liquido (aproximadamente 3
minutos), retirado e mantido em solugédo de Carnoy (etanol 60%, cloroférmio 30% e
acido acético 10%) a -70° C por 24 h. Apos esse periodo, o material foi desidratado
progressivamente através de imersdo em solugdes com concentragéo crescente de
etanol:

- MC-1: etanol 70%, cloroférmio 22,5% e acido acético 7,5%, a -20°C durante 1 h;
- MC-2: etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a -20°C durante 1 h;

- MC-3: etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a -20°C durante 1 h;
- etanol a 100%, a -20°C durante 1 h e, em seguida, a -4°C durante 24 h.

Depois da fixagdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes
histolégicos com 3 pm de espessura.

Os cortes pulmonares foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e
analisados por microscopia Optica (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Alemanha),
segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos. Para a analise descritiva, toda a
superficie da lamina foi observada com todas as estruturas pulmonares
representadas, em aumento de 100x.

A andlise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (“point-couting”) (WEIBEL et al., 1990), utilizando-se uma ocular
acoplada ao microscépio, contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e 50

segmentos de reta dispostos em paralelo (Figura 7).
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Figura 8 — Reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificagdo dos

parametros morfométricos.

Em um aumento de 200x, foram avaliados dez campos aleatérios e néo
coincidentes por lamina, sendo analisadas seis laminas por grupo, uma por animal.
Foi quantificada a fracdo de area ocupada por alvéolos normais, colapsados e
hiperinsuflados (WEIBEL et al., 1990). O numero de pontos que cairam em area de
alvéolo normal, colapsado ou hiperinsuflado foi dividido pelo total de pontos
contados em cada campo analisado (normal + colapsado + hiperinsuflado) e
expresso sob a forma de percentual.

Para o calculo do indice de constricdo computou-se o numero de interceptos
(NI) de linhas que incidissem sobre a membrana basal epitelial e musculo liso e o

numero de pontos (NP) que caissem sobre a luz da via aérea, sendo o indice de

constrigéo igual a: Cl = NI/\/\p -
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As laminas também foram coradas com métodos especificos para
quantificacdo de fibras colagenas e elasticas nas vias aéreas e nos septos
alveolares. A quantificacdo das fibras no septo alveolar foi realizada através de um

sistema de analise digital e software especifico (Image-Pro” Plus 4.1 para Windows

7) num aumento de 200x. Fibras Colagenas: Os tecidos foram corados em solugdo
de Sirius Red, dissolvido em solugao saturada de acido picrico e observados sob
microscopia de luz polarizada, uma vez que a acentuagao da birrefringéncia do
colageno promovida pelo método de polarizagao de picrosirius € especifica para
estruturas colagenas (MONTES et al., 1996). O Sirius Red é um corante acido que
tem sido frequentemente utilizado para corar fibras colagenas em amostras
teciduais. Fibras elasticas: Foi utilizado o método de resorcina-fucsina de Weigert
modificado por oxidagao (ORF) (WEIGERT et al., 1898; ROCCO et al., 2001). A area
ocupada por fibras foi determinada por densitometria digital. Para evitar qualquer
erro de medida devido a edema septal ou colapso alveolar, as areas ocupadas por
fibras elasticas ou colagenas, medidas em cada septo alveolar, eram divididas pelo
comprimento de cada septo estudado. Os resultados foram expressos como
quantidade de fibras elasticas e colagenas por unidade de comprimento de septo
(um?um). Em cada lamina, foram avaliadas duas a trés vias aéreas. A quantificagéo
morfométrica envolveu o calculo do percentual da area tecidual corada
positivamente para fibras elasticas ou colagenas nas regides de interesse das vias
aéreas. As medidas, considerando-se um aumento de 200x da imagem analisada,
foram feitas utilizando-se o software Image-Pro Plus 4.1 para Windows, num
computador IBM-compativel conectado a uma camera digital acoplada a um
microscopio Optico. Nas grandes vias aéreas, cartilaginosas, as medidas foram feitas

na lamina proépria, isto €, entre o limite interno da membrana basal e a borda externa
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do musculo liso ou até as placas cartilaginosas. Nas vias aéreas menores, nao
cartilaginosas, nas quais as estruturas das paredes alveolares sdo menos precisas,
toda a regido submucosa até a camada adventicia foi analisada. Dessa forma, a
analise limitou-se a matriz extracelular e aos elementos contrateis das vias aéreas,
regido mais comprometida pelo remodelamento. Os resultados foram expressos
como area de fibras elasticas ou colagenas/perimetro da membrana basal (um?/um).

As laminas de tecido pulmonar também foram coradas com a técnica de Luna
para identificacdo de eosindfilos (YING et al., 2002). Através da morfometria
convencional, foi acessada a densidade eosinofilica nas paredes das vias aérea e
dos vasos. Com um reticulo de 100 pontos conectado a lente do microscopio; foi
contabilizado o numero de pontos que incidiram na area externa da parede da via
aérea (localizada entre o limite externo do musculo liso e a adventicia) e o numero
de pontos que incidiram sob a adventicia dos vasos sanguineos. A area de tecido
em cada campo do microscoépio foi calculada de acordo com o numero de pontos
que incidiram sobre o tecido, em proporgcédo a area total. Logo, foi contabilizado o
numero de eosindfilos por area de tecido. A densidade eosinofilica foi determinada
como o0 numero de eosindfilos em cada campo dividido pela area de tecido. As
medidas foram expressas em células/mm? (WEIBEL et al., 1990). A contagem foi
realizada em 4 vias aéreas e 4 vasos (12 a 18 campos) em cada animal, em um

aumento de 1.000x.

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
Para a analise por microscopia eletrénica foram retirados trés fragmentos de

parénquima pulmonar (2x2x2 mm). Os fragmentos foram colocados em glutaraldeido a
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2% em tampao fosfato 0,1 M e pH 7,4, por 2 h, sendo posteriormente lavados em
solugao de sacarose, constituida de 4,5 g de NaCl e 8,9 g de sacarose diluidos em 500
mL de agua destilada, até a pds-fixacdo. A seguir, os fragmentos foram imersos em
solugéo de tetroxido de ésmio (1% em agua, contendo 133 mg de sacarose por mL),
por 2 h. Apds a lavagem em agua bidestilada, as preparagbes foram colocadas na
geladeira em acetato de uranila 0,5% contendo 133 mg de sacarose, por um tempo
que variou de 2 a 24 h. O processo foi continuado, efetuando-se a desidratacdo em
concentragcdes crescentes de alcool etilico, progredindo gradativamente até alcool
absoluto, sendo, entédo, o tecido passado em 6xido de propileno por 15 minutos (2
vezes). Iniciando a fase de inclusdo, as amostras foram colocadas em misturas de
partes iguais de 6xido de propileno e resina (araldite). Os frascos contendo os
fragmentos foram colocados para girar (1 rotagdo a cada 4 minutos, por 1 h).
Posteriormente, as pecas foram colocadas por 16 h em resina, com a seguinte
composicao: 10 mL de araldite (Cy-205), 8 mL de endurecedor DDSA (anidrido de
acido doxecenil succinico), 0,5 mL de acelerador (N-benzildimetilamina) e 0,1 mL de
plastificante (dibutilftaltato). Ao término de 16 h, as amostras foram colocadas em
moldes de silicone com nova resina, para polimerizagdo em estufa a 60°C, por 5 dias.
Concluida a polimerizagao, os espécimes foram aparados e cortes semifinos obtidos
com o ultramicrétomo Porter Blum MT2 (Reichert Ultracult S). Tais cortes com 0,5 pm
de espessura foram montados em laminas de vidro e corados com uma mistura de
azul de metileno a 1% e azur ll, em partes iguais e a quente. Nestes cortes,
selecionou-se areas representativas das lesbes. De cada espécime, 2 blocos,
contendo aproximadamente 10 fragmentos cada um, foram submetidos a andlise para
selecao dos cortes ultrafinos.

Para o estudo ultraestrutural, cortes ultrafinos, com espessura em torno de 90
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nandmetros, foram contrastados pelo acetato de uranila a 2% durante 30 minutos e,
finalmente, pelo citrato de chumbo por 10 minutos. A observagao dos cortes e as
eletromicrografias foram realizadas em microscopio eletrénico JEOL (JEOL 1010,
Japao).

Analise submicroscopicas do tecido pulmonar demonstraram que a extensao
e distribuicdo das alteragdes parenquimatosas estavam inomogéneas ao longo do
bronquiolo e do tecido alveolar (ductos alveolares e alvéolos). Logo, as
fotomicrografias eletrénicas representativas dos grupos C e SA foram aumentadas
para um tamanho adequado a fim de visualizar os seguintes parametros: a) areas
colapsadas e normais (KATZENSTEIN et al., 1985; BURKHARDT et al., 1989;
MYERS et al., 1989); b) estruturas hiperinsufladas com morfologia distinta de um
alvéolo e maiores que 120 um (KATZENSTEIN et al., 1985; BURKHARDT et al.,
1989; MYERS et al., 1989); c) vias aéreas: descamagao epitelial, membrana basal,
musculo liso (JEFFREY et al., 1992); e d) eosindfilos (JEFFREY et al., 1992).

Realizou-se analise semiquantitativa dos componentes ultraestruturais por
dois patologistas que desconheciam o grupo estudado conforme o esquema abaixo:

0: auséncia de alteragdes

+: alteragdées em 1 a 25% do tecido analisado

++: alteragbes em 25 a 50% do tecido analisado

+++: alteragdes em 50 a 75% do tecido analisado

++++: alteracées em 75 a 100% do tecido analisado

As pontuacdes semiquantitativas das lesdes ultraestruturais representam a
meédia da intensidade das lesdes presentes em todas as se¢des submicroscopicas

examinadas (trés ou quatro segoes).
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4.8 ANALISE DO FLUIDO DO LAVADO BRONCOALVEOLAR (BALF)

Um outro grupo de vinte animais (10 animais/grupo) foi submetido ao mesmo
protocolo do grupo asma alérgica grave (SA), previamente descrito, para obter as
aliquotas do fluido do lavado broncoalveolar. Os animais foram sacrificados em uma
camara de CO;, exanguinados, traqueotomizados, e a coleta do BALF foi realizada,
lavando-se os pulmdes trés vezes com 1,0 ml salina fisiolégica estéril (0.9% NaCl a
37° C). A contagem total de leucécitos foi realizada em uma camara de Neubauer
sob microscopio optico apds a diluicdo das amostras em uma solugao de Turk (2%
acido acético). A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em laminas de
cytospin, coradas pelo método May-Griinwald-Giemsa. Os niveis de IL-4, IL-5 e IL-
13 foram analisados em uma camara livre de toxinas através do método ELISA de

acordo com as instru¢des do fabricante (Duo Set, R&D Systems, Mineapolis, EUA).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

O programa estatistico SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation, San Raphael, CA,
EUA) foi utilizado para as comparagdes estatisticas. As diferengcas entre os trés
grupos foram analisadas utilizando-se one-way ANOVA seguido do teste Tukey para
multiplas comparagdes. A comparagado entre os grupos C e SA foi realizada
utilizando-se teste t-Student. A correlagéo entre os dados mecéanicos e histolégicos
foi determinada pela correlacdo de Spearman. Um valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.
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5. Resultados
5.1 Parametros morfométricos

A fracdo de area de colapso alveolar e o indice de constricdo aumentaram
progressivamente do grupo C para os grupos SA e MA (Tabela 1). A celularidade
tecidual foi maior nos grupos SA e MA em comparagao com o grupo C (Tabela 1,
Figura 8). As laminas fixadas pela técnica de Luna demonstraram aumento no
numero de eosindfilos no grupo SA (C = 218 + 26 células/mm? e SA = 650 * 42

células/mm?) (Figura 8).
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Tabela 1. Pardmetros Morfométricos

Grupos  Alvéolos Colapso indice de Celularidade PMN (%)

Normais (%) Alveolar (%) Constricdo Total (%)
C 93,1+0,9 6,8+0,9 1,48+0,06 27,89+0,71 8,11+ 0,81

SA 68,4 +23* 31,0+20* 1,70+0,03* 30,90+0,67* 2491+0,74"
MA  373+21* 626+21*F 1,89+0,03*t 31,38+2,71* 27,98 +0,92*

Valores s&do médias (tSEM) de 6 animais em cada grupo. No grupo de asma alérgica
grave (SA), os camundongos foram sensibilizados com ovalbumina e expostos a
desafios repetidos com instilacdes intratraqueais de ovalbumina. No grupo MA, os
camundongos do grupo SA receberam metacolina por via venosa imediatamente antes
da medida da mecanica pulmonar. O grupo controle (C) recebeu salina sob o0 mesmo
protocolo. PMN: células polimorfonucleares. Os dados foram coletados de dez campos
nao coincidentes por animal. *Significativamente diferente do grupo C (p < 0,05). t

Significativamente diferente do grupo SA (p < 0,05).
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Figura 9. Fotomicrografias representativas das vias aéreas e parénquima pulmonar

Figura 8. Fotomicrografias representativas das vias aéreas e parénquima pulmonar
dos grupos controle (fotos a esquerda) e asma alérgica grave (fotos a direita). Nos
painéis A e B, os pulmdes foram fixados com hematoxilina-eosina. Nos painéis C-F,
utilizou-se a fixagao por técnica de Luna. Nos painéis D e F, foi observada inflama-
¢ao eosinofilica (setas) na via aérea (D) e parénquima (F). Nos painéis G e H, utili-
zou-se 0 meétodo Picrosirius sob luz polarizada. Em detalhe (seta) o aumento de de-
posicao de colageno no grupo SA. No grupo SA, os animais foram sensibilizados e
expostos a desafios subsequentes com instilacdo intratraqueal de ovalbumina. O
grupo controle (C) recebeu salina sob 0 mesmo protocolo. Escala da barra nas fotos
em A, B, Ge H=25yum. Escala da barra nas fotosem C, D, Ee F =10 ym.
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5.2 Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF)

O numero total de células no BALF foi significativamente maior no grupo SA
do que no grupo C, com predominio de eosindfilos e neutréfilos. O grupo SA
mostrou elevagdes significativas nos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 no BALF comparado

com o grupo C (Tabela 2).



Tabela 2. Contagem de células e citocinas no fluido do lavado broncoalveolar.
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C SA
Células totais (10°/ml) 1,88 £ 0,16 10,57 + 0,50*
Eosinofilos (108/ml) 0,6 £0,7 6,80 + 0,37*
Neutrdfilos (10%/ml) 0,38 £ 0,17 1,03 + 0,30*
Mondcitos (10°%/ml) 0,90 + 0,03 2,73 +0,31*
IL-4 (pg/ml) 38,67 + 8,72 89,89 + 11,87*
IL-5 (pg/ml) 92,73 +7,10 160,21 £ 15,83*
IL-13 (pg/ml) 882,97 + 40,95 2378,88 + 55,72*

Valores sdo médias (+tSEM) de 10 animais em cada grupo. No grupo SA, os

camundongos foram sensibilizados com ovalbumina e expostos a desafios repetidos

de instilagdes intratraqueais de ovalbumina. O grupo controle (C) recebeu salina sob

o mesmo protocolo. *Significativamente diferente do grupo C (p < 0,05).
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5.3 Fibras colagenas e elasticas

Os contetidos de fibras colagenas no septo alveolar (C=0.04+0.01pm?/um,
SA=0.22+0.01 um%*um) e na via aérea (C=6.30£0.98 um?/um, SA=13.74+4.21um?/um)
foram maiores no grupo SA do que no grupo C (Figura 6). Nao houve diferenca
significativa na quantidade de fibras elasticas no septo alveolar (C=0.36+0.05 um?%/um,
SA=0.37£0.02 um?/um) e nas vias aéreas (C=1.07+0.29 um?pum, SA=1.10+0.23 pm?/u

m) entre os grupos.
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Tabela 3. Modificagbes ultraestruturais e histolégicas no modelo murino de asma

alérgica grave

Modelo Murino de Asma Alérgica
Caracteristicas

Grave
Espessamento e lesdo do epitélio de via
+++
aeérea
Edema de vias aéreas +++
Neutrofilos Intra-epiteliais ++
Linfécitos Intra-epiteliais ++
Infiltragdo Eosinofilica ++++
Congestao dos Vasos Brénquicos +++
Deposicao de Colageno ++++
Hipertrofia de Musculo Liso +++
Hiperplasia de Glandulas Mucosas +++

Analise semiquantitativa da histologia pulmonar utilizando-se escore de gravidade de
5 pontos: 0: auséncia de alteragdes, +: alteracdes em 1 a 25% do tecido analisado,
++: alteragbes em 25 a 50% do tecido analisado, +++: alteragbes em 50 a 75% do

tecido analisado, ++++: alteracbes em 75 a 100% do tecido analisado.
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5.4 Microscopia eletrénica

A microscopia eletrénica do grupo SA demonstrou edema de células mucosas
proeminente e desacoplamento entre o epitélio e a membrana basal (Figura 9C).
Observou-se lesao da superficie epitelial (Figura 9B). Devido a lesao epitelial de via
aérea, notou-se que o musculo liso esta diretamente em contato com a luz
bronquiolar (Figura 9B). A superficie da membrana se encontrava descamada
(Figura 9B). As células mucosas estavam desarranjadas e as células ciliadas se
encontram lesadas (Figura 9C). No painel 9C, constatou-se presenca de células
inflamatdrias na via aérea tais como linfécitos e eosindfilos. Em alguns animais, os
neutréfilos apareceram em contato com as fibras de musculo liso (Figuras 9A e 9B,
Tabela 3). O espaco alveolar demonstrou pneumdcitos tipo | e tipo Il preservados

sobrepostos a membrana basal adjacente (Figura 9D).
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Figura 10. Microscopia eletrbnica do bronquiolo terminal e espaco alveolar

Fotomicroscopia eletrénica do bronquiolo terminal e espago alveolar. No painel A,
observou-se células mucosas (Mu) e células ciliadas (Ci). Ly: linfécitos, Cap: capilar.
No painel B, a membrana basal epitelial (Ep) (setas) estava lesada. Neutréfilos (N)
estavam em contato com as fibras de musculo liso (SM). Além disso, a membrana
basal epitelial encontrava-se descamada. Eo: eosindfilos, Alv: alvéolo, TB:
bronquiolo terminal, Pll: pneumdcitos tipo [l. A membrana basal epitelial estava
evidente com detalhes de edema (setas) (painel C). Ed: edema. No painel D
observou-se pneumocitos tipo | (Pl) e pneumdcitos tipo 1l (PIl) normais. As
fotomicrografias sdo representativas de modificacbes patoldgicas observadas em 6

animais do grupo SA.
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5.5 Mecanica respiratéria in vivo e in vitro

Nao houve diferenca estatistica em relagcdo ao fluxo e volume entre os
diferentes grupos. AP1, AP2, APtot, Est e E foram significativamente maiores nos
grupos SA e MA do que no grupo C. AP1, AP2, APtot, Est, E e R foram
significativamente maiores no grupo MA do que no grupo SA. A histeresividade foi

similar em todos os grupos (Tabela 4).



Tabela 4. Pardmetros da mecanica in vivo e in vitro
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C SA MA

In vivo

Fluxo (ml/s) 1,07 £ 0,02 1,04 £ 0,01 1,09 £ 0,01
Volume (ml) 0,20 + 0,01 0,20 + 0,01 0,20 + 0,01
Est (cmH,O/ml) 18,27 + 1,34 50,22 + 6,83* 65,34 + 4,98*
APtot (cmH.0) 0,94 + 0,02 1,70 £ 0,08* 2,40 £ 0,17*t
AP1 (cmH,0) 0,32 £ 0,02 0,43 +0,01* 0,58 + 0,04*t
AP2 (cmH,0) 0,62 + 0,02 1,26 £ 0,07* 1,82 +1,17*t
In vitro

E (10°N/m?) 1,11 £ 0,04 1,61+ 0,06* 2,08 +0,18*t
R (10?°N.s/m?) 0,99 + 0,03 1,07 £ 0,10 1,60 + 0,09%t
n 0,06 + 0,01 0,04 + 0,01 0,05+ 0,01

Valores sdao médias (+SEM) de 6 animais (10 determinag¢des/animal) em cada grupo. No
grupo de asma alérgica grave (SA), os camundongos foram sensibilizados com ovalbumina e
expostos a desafios repetidos com instilagdes intratraqueais de ovalbumina. No grupo MA, os
camundongos foram submetidos ao mesmo protocolo do grupo SA mas metacolina foi
injetada via venosa imediatamente antes do experimento. O grupo controle (C) recebeu
salina sob o mesmo protocolo. Est, APtot, AP1, e AP2 = elastancia estatica pulmonar,
pressdes total, resistiva e viscoelastica/inomogénea, respectivamente. E, R, n = elastancia
dindmica, resisténcia tecidual e histeresividade, respectivamente. *Significativamente

diferente do grupo C. tSignificativamente diferente do grupo SA (p < 0,05).
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5.6 Hiperresponsividade Bronquica

No grupo SA, a metacolina aumentou a resisténcia total independente da
dose (Figura 10). A dose de metacolina utilizada para induzir um efeito
broncoconstritor nos animais do grupo SA corresponde a penultima dose (3000 p

g/kg) utilizada para a construgédo da curva de dose-resposta.
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Figura 11. Hiperresponsividade de via aérea em camundongos BALB/c apds a
exposicao crénica de salina ou OVA. A resisténcia de via aérea foi mensurada em

resposta a doses crescentes de metacolina. C = grupo controle, SA = grupo de asma

alérgica grave. Dados estao representados como médias + SEM (n=4/cada).
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5.7 Correlacdo entre os parametros funcionais e morfométricos

Considerando os grupos C e SA juntos, a elastancia estatica e a pressao
viscoelastica/inomogénea tiveram uma correlacdo significativa com a fragdo de
colapso alveolar e o total de células no septo alveolar. AP1 se correlacionou com o

indice de constricdo (Tabela 5).
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Tabela 5. indice de correlagdo entre os parametros fisiolégicos e morfométricos

indice de Colapso Celularidade Total
Constricao Alveolar (%) (%)
Est,L
0.55 (0.06) 0.84 (<0.001) 0.70 (0.01)
(cmH,O.mL™")
AP2,L (cmH;0) 0.70 (0.01) 0.96 (<0.001) 0.87 (<0.001)
AP1,L (cmH:0) 0.73 (0.006) 0.78 (0.002) 0.75 (0.004)
Fibras de Colageno (um?/ pm)
E (10*. N.m?) 0.71 (0.008)

Est, AP2, AP1: elastancia estatica pulmonar, pressdes viscoelasticas/inomogénea e

resistiva, respectivamente; os valores de p estao entre parénteses. A correlacao foi

realizada com os dados dos grupos controle e de asma alérgica grave.
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6. Discussao

O presente estudo desenvolveu um modelo de asma alérgica grave com
importantes modificagdes histoldgicas, na mecanica pulmonar e tecidual, e no
processo inflamatdrio. Esse protocolo induziu altos niveis de citocinas relacionadas a
resposta Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), infiltrado eosinofilico na via aérea e no parénquima
pulmonar e hiperreatividade bronquica. Além disso, constataram-se alteragdes
patoldgicas compativeis aquelas encontradas na asma grave humana, tais como
espessamento e lesdo do epitélio da via aérea, fibrose subepitelial, hipertrofia de
musculo liso e colapso alveolar, que prejudicou significativamente a mecéanica
pulmonar in vivo e in vitro.

Determinados modelos murinos de asma alérgica tém demonstrado ser
extremamente Uteis na avaliagcdo dos mecanismos de inflamagéo alérgica e a
consequente resposta imunolégica (FULKERSON et al., 2005). Adicionalmente, esses
modelos murinos ndo sao influenciados por fatores que dificultam o estudo da
fisiopatologia da asma grave humana tais como: variabilidade no fenétipo clinico,
influéncias ambientais ndo-controladas e heterogeneidade genética da populagao
estudada (EWART et al.,, 2003). Complementarmente, o estudo da patogénese da
asma em humanos apresenta uma série de dificuldades tais como: obtencdo de
amostras do parénquima pulmonar para analise histolégica e imunohistoquimica,
realizacdo de multiplas analises histolégicas no mesmo paciente, problemas
associados a estudos simultaneos celulares/moleculares e de fungao pulmonar em um
s6 individuo e limitacbes quanto ao tamanho da amostra populacional. Entretanto em
relacdo aos modelos murinos, ha varios resultados controversos principalmente

relacionados a variabilidade genética do camundongo, aos protocolos utilizados para a
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inducao da asma alérgica e aos diferentes métodos utilizados para avaliar as respostas
imunoldgicas e inflamatdérias (BREWER et al., 1999; KUMAR et al., 2002). No presente
estudo, camundongos BALB/c foram utilizados porque eles apresentam elevada
hiperresponsividade de via aérea e eosinofilia apds a sensibilizacdo e desafio com
alérgeno (WHITEHEAD et al., 2003). Para desenvolver esse modelo de asma alérgica
grave realizou-se um estudo piloto em que foram testadas diversas doses de
ovalbumina para sensibilizagao dos animais, como também diversos protocolos, sendo
a meta final a presenca de alteragdes histologicas e funcionais que se assemelhassem
a asma grave humana.

A fisiopatologia da asma grave continua pouco compreendida especialmente
devido a limitacdo na obtencao de tecidos pulmonares. A inflamacgéo persistente da via
aérea e as modificagcdes estruturais irreversiveis da arvore brénquica, definidas como
remodelamento de via aérea (BOUSQUET et al., 1996), acarretam grande impacto na
funcdo pulmonar de pacientes com asma grave. No presente estudo constatou-se
aumento na fragao de area de colapso alveolar e o indice de constricdo nos grupos SA
e MA, sugerindo que o processo inflamatério também acomete as vias aéreas
periféricas, conforme previamente descrito em humanos (CARROLL et al., 1997;
BALZAR et al., 2005; DE MAGALHAES SIMOES et al., 2005) (Tabela 1, Figura 9). A
asma grave é dividida em pelo menos dois diferentes subtipos patolégicos com base
na presengca ou auséncia de eosindfilos (WENZEL et al.,, 1999). A infiltragdo
eosinofilica pulmonar tem sido considerada uma caracteristica histolégica marcante na
asma. Entretanto, o real papel do eosindfilo na patogénese da asma persiste
controverso ja que: (a) a inflamacgao eosinofilica esta presente na luz da via aérea de
somente 50% dos individuos com asma (DOUWES et al., 2002), (b) mesmo em

determinadas inflamacgdes eosinofilicas, como, por exemplo, na bronquite eosinofilica,
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nao ha inducdo de asma (BRIGHTLING et al., 2003), (c) a exacerbagdo da asma
ocorre na auséncia de eosindfilos na via aérea (WILDER et al., 1999), (d) as
estratégias anti-eosinofilicas especificas, por exemplo, tratamento com anti-IL-5 e IL-
12, ndo sao eficientes em inibir as respostas funcionais em experimentos in vivo
(LECKIE et al., 2000) e (e) camundongos deficientes em eosindfilos tém sido
recentemente desenvolvidos e continuam a apresentar resposta inflamatéria em
modelos de senbilizacdo e desafio com ovalbumina (HUMBLES et al., 2004).
Entretanto, a inflamacao eosinofilica ndo € um achado universal e diferentes fenétipos
podem existir, com o neutrdfilo, ao invés do eosindfilo, presente em algumas formas de
asma grave humana (JATAKANON et al.,, 1999). A presenga ou auséncia de
eosindfilos tem sido analisada na fase precoce ou tardia da asma grave (WENZEL,
2005). Nesse contexto, a eosinofilia persistente parece ser mais prevalente no fase
tardia da doenga. De Magalhdes Simdes e colaboradores analisaram o padrao celular
inflamatdrio do trato respiratério de pacientes que morreram de asma e demonstraram
o predominio de eosindfilos tanto nas vias aéreas centrais como nas periféricas (DE
MAGALHAES SIMOES et al., 2005). Esses resultados devem ser interpretados com
cuidado, ja que dependem do momento exato da exacerbagdo, do numero de
exposicoes, do tipo de alérgeno, da variabilidade genética, a idade de inicio, baixa
aderéncia ao tratamento e presenca de sinusite. No presente estudo foi observado que
o numero de eosindfilos e neutrdfilos estavam aumentados tanto no parénquima
pulmonar como no BALF no grupo SA comparado ao do grupo controle (Tabelas 1 e 2,
Figuras 8 e 9). A microscopia eletrénica demonstrou infiltrado eosinofilico nas regides
perivasculares e peribronquiolares. Entretanto, em alguns animais, algumas células
neutrofilicas estavam em contato direto com as fibras de musculo liso (Figura 9). Blic e

colaboradores também observaram um aumento significativo de eosindfilos e
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neutrofilos no epitélio de criangas com asma grave (DE BLIC et al., 2004). Embora os
neutrofilos estejam envolvidos na imunidade inata, isto €, como o primeiro grupo de
células a chegar ao local lesado, eles podem participar na resposta inflamatéria Th2
como, por exemplo, na asma grave persistente (JATAKANON et al., 1999;
KOBAYASHI et al., 2005).

O padrao celular T-helper 2 (Th2) de citocinas [(IL)-4, IL-5 e IL-13] possui um
importante papel na patogénese da asma alérgica em modelos murinos € em
humanos (MOJTABAVI et al., 2002). Embora os eosindfilos tenham sido associados
com o processo imune Th2, ainda n&o esta claro se a inflamacao Th2 leva a uma
eosinofilia pulmonar na asma grave. No presente estudo, os niveis de IL-4, IL-5 e
IL13 se elevaram significativamente no grupo SA. Além disso, IL-4, IL-5 e IL-13
atuam na hiperreatividade brénquica, infiltragdo eosinofilica e no remodelamento
pulmonar (HOGAN et al., 1998; KIPS et al., 2003; WILLS-KARP et al., 2004). Nesse
contexto, os pacientes com asma grave tratados com anticorpo anti-interleucina-5
nao demonstraram melhora clinica, apesar da alta reducdo no numero de eosindfilos
no sangue (>90% em comparac¢ao com o placebo) (KIPS et al., 2003).

O método utilizado para a determinagdo da mecanica pulmonar permite a
identificacdo dos componentes elasticos, resistivos e viscoelasticos e/ou
inombégeneos (BATES et al., 1985). A pressao resistiva aumentou no presente
modelo de asma alérgica grave (Tabela 4), provavelmente devido a
broncoconstrigdo (Tabelas 1 e 5), edema bronquico (Figura 9) e remodelamento da
via aérea (Figura 8).

O remodelamento da via aérea levou a uma reducgao da distensibilidade da via
aérea, estreitamento da luz com o encurtamento do musculo liso e obstrucéo

irreversivel do fluxo aéreo, aumentando, portanto, a resisténcia da via aérea. A
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microscopia eletrébnica demonstrou lesdao epitelial da via aérea com fibrose
subepitelial (Figura 9). Esses achados corroboram os estudos prévios, que
descreveram que a inflamagdo persistente da via aérea e as modificacboes
estruturais irreversiveis da parede bronquica, definida como remodelamento de via
aérea, sao importantes caracteristicas da asma grave (JEFFERY et al, 1992;
BENAYOUN et al., 2003). A hipertrofia do musculo liso (Figura 9 e Tabela 3) é de
extrema importancia para a fisiopatologia da asma grave em fungcdo de sua
contribuicdo para a hiperresponsividade da via aérea (LAMBERT et al., 1993) e da
permanente redugao do calibre da via aérea (BOUSQUET et al., 1996; BENAYOUN
et al., 2003; QUTAYBA, 2003). A hiperresponsividade foi mensurada pela curva de
dose-resposta de metacolina e houve um aumento significativo na resisténcia no
grupo SA comparado com o grupo C (Figura 10). Vale ressaltar que o valor basal da
resisténcia no grupo SA foi maior do que no grupo C, provavelmente pelo processo
de remodelamento inerente desses animais (ARANTES-COSTA et al., 2002)
(Figuras 8B e 8H). Embora as medidas de distensibilidade da via aérea se
correlacionem com a fibrose subepitelial (WARD et al., 2001), a hiperresponsividade
de via aérea varia na asma grave (BOULET et al., 1997; BENAYOUN et al., 2003).
Nesse contexto, constatamos que a resposta das vias aéreas a metacolina foi menor
do que aquela usualmente observada em modelos animais de asma alérgica aguda.
Tal fato provavelmente ocorre porque: 1) a rigidez da via aérea impede a resposta
constritora do agonista (ADLER et al., 1998), 2) os camundongos sdo menos
sensiveis aos agonistas constritores, comparados a outras espécies (PRETOLANI et
al., 1994; MCMILIAN et al., 2004), 3) a auséncia de modificagdes na quantidade de
fibras elasticas na via aérea e parénquima pulmonar, como também a fragmentagéao

de elastina (MAUAD et al., 1999), facilitando a constricdo da via aérea por limitagéo
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do fluxo aéreo, e 4) as respostas sado diferentes dependendo da forma de
administracdo do agente constritor (aerosol versus intravenoso) (NAGASE et al.,
1994). Além disso, tem-se sugerido que a fibrose subepitelial modifica a conexao
epitélio-mesénquima, contribuindo para minimizar a resposta constritora (HOLGATE
et al., 2004). Alguns autores observaram que o volume expiratério forcado no
primeiro segundo (VEF1) e as alteragbes de reatividade nado explicam
adequadamente a gravidade da doenca e acredita-se que outros fatores, tais como
modificacdes no recolhimento elastico e/ou a constricdo das pequenas vias aéreas,
contribuam para agravar os sintomas da doenca (IN'T VEEN et al., 1999). Nesse
contexto, constatamos que as elastancias estaticas e as pressdes viscoelasticas
e/ou inomogéneas foram maiores no grupo SA e MA quando comparados com as do
grupo C (Tabela 4). Ha controvérsias sobre o comportamento do recolhimento
elastico em pacientes com asma grave. Alguns pacientes apresentam perda do
recolhimento elastico, ndo relacionado a presenca de areas de enfisema pulmonar,
mas provavelmente por perda de acoplamentos parénquima-via aérea (MAUAD et
al., 2004). Por outro lado, uma redugao da complacéncia foi também descrita (LIU et
al., 1995). O aumento da elastancia pulmonar e a pressao viscoelastica e/ou
inomogénea sugerem a presenga de heterogeneidade que pode ser devida a
diferentes fatores: colapso alveolar, distorcdo dos alvéolos patentes e infiltrado
tecidual de eosindfilos (Tabela 5, Figuras 8 e 9). Além disso, estudos provenientes
de autépsia (DE MAGALHAES SIMOES et al., 2005) e feitos em pacientes vivos
com asma grave (BALZAR et al., 2002) demonstraram um aumento da inflamagao
distal no pulm&o. Entretanto, essas modificagdes morfofuncionais da periferia
pulmonar também podem ser atribuidas as disfun¢des do surfactante pulmonar (LIU

et al., 1996). Nesse contexto, a terapia com surfactante acarretou efeito benéfico
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sobre a fungédo pulmonar em modelos animais com asma aguda (LIU et al., 1996) e
em humanos durante as exacerbag¢oes da asma (KURASHIMA et al., 1997).

Para melhor entendimento do papel do parénquima pulmonar no atual estudo
de asma alérgica grave, a mecanica tecidual foi analisada. As tiras de parénquima
pulmonar foram utilizadas como um modelo para estudar as propriedades
mecanicas do tecido pulmonar. Fisicamente, o parénquima pulmonar pode ser
simplificado como uma matriz conjuntiva viscoelastica conectada a um sistema
contratil que modula suas propriedades mecanicas. Atualmente, aceita-se que a
rede de fibra tecidual conjuntiva domina a mecéanica do parénquima, junto com a
participacdo menos significativa das células intersticiais (YUAN et al., 1997; LOPEZ-
AGUILAR et al., 1998; XISTO et al, 2005). A elastancia tecidual foi
significativamente maior nos grupos SA e MA em comparagdo com a do grupo C,
enquanto a resisténcia aumentou somente no grupo MA. Essas modificacbes no
grupo MA poderiam ser atribuidas aos efeitos da metacolina nos receptores M3
localizados na musculatura lisa de via aérea (PETAK et al., 1997). A histeresividade
foi similar em todos os grupos. Similarmente, Xisto e colaboradores observaram um
aumento da elastancia tecidual e resisténcia, sem modificacdo na histeresividade,
em modelo murino de asma alérgica crénica (XISTO et al., 2005). As modificagdes
na mecanica tecidual foram acompanhadas por deposicdo de fibras de colageno
sem modificagdo no conteudo de fibra elastica. Esses dados sugerem que as fibras
constituintes da matriz extracelular contribuiram para as modificagdes na rigidez e
viscosidade pulmonar entre os grupos SA e C. Sabe-se, entretanto, que nao
somente o aumento absoluto de fibras tem um papel importante no comportamento
mecanico do parénquima pulmonar, como também a organizagdo e/ou interagao

dessas fibras. A auséncia dessas modificagcdes na histeresividade tecidual poderia
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ser atribuida a ndo-desorganizagdo da matriz extracelular do parénquima pulmonar
(ROCCO et al., 2001). Logo, a disfungdo do parénquima pulmonar também
apresenta importante papel na fisiopatologia do presente modelo de asma alérgica
grave (Tabela 4).

O remodelamento da via aérea apresenta varias modificacdes estruturais tais
como: desacoplamento epitelial, fibrose subepitelial e hiperplasia e hipertrofia de
musculo liso. O conteudo de fibra colagena aumentou significativamente no grupo
SA tanto nas vias aéreas como no parénquima pulmonar, provavelmente devido a
uma ativacdo de fibroblastos pulmonares por IL-4, IL-5 e IL-13. Varios autores
relataram a participagdo dessas citocinas na resposta fibrogénica em pacientes com
asma grave (ZHU et al., 1999; INGRAM et al., 2003). Xisto e colaboradores
demonstraram, em um modelo murino de asma alérgica cronica, que o processo de
remodelamento ndo envolve somente a parede da via aérea, mas também o

parénquima pulmonar (XISTO et al., 2005).
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7. Conclusao

O atual modelo de asma alérgica grave nos possibilitou acessar diretamente o
papel da via aérea e do parénquima pulmonar na mecanica respiratéria, oferecendo
uma oportunidade para melhor entender os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos nesse processo. A mecanica pulmonar in vivo e in vitro demonstraram
alteracdes proporcionadas pelas modificagcdes histopatoldgicas das vias aéreas e
parénquima pulmonar. Estas alteracbes foram acompanhadas por altos niveis de
citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), infiltrado eosinofilico na via aérea e parénquima
pulmonar e hiperreatividade bronquica. Além disso, constataram-se alteragdes
patoldgicas compativeis aquelas encontradas na asma grave humana, tais como
espessamento e lesdo do epitélio da via aérea, fibrose subepitelial, hipertrofia de

musculo liso e colapso alveolar.
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