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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
RESUMO 

 
A asma é caracterizada por uma inflamação crônica nas vias aéreas pulmonares causada por 
fatores ambientais em indivíduos geneticamente pré-dispostos. Estudos anteriores 
demonstraram que a aerolização com o análogo estrutural da lidocaína JMF2-1 poderia ser 
uma forma de atingir os efeitos antiasmáticos da lidocaína, sem apresentar a sua ação 
anestésico local. Nossos dados prévios apontam para um importante efeito antiinflamatório do 
JMF2-1 em modelos experimentais de asma, mas o modo de ação desta substância ainda não 
está elucidado. Nesse trabalho examinamos os efeitos imunorregulatórios do JMF2-1, em 
comparação com a lidocaína e a dexametasona, em um modelo murino de asma. 
Camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com ovoalbumina foram tratados com 
lidocaína e JMF2-1 aerossol, concomitante ao desafio e oito horas após cada desafio. O 
tratamento intraperitoneal com dexametasona foi realizado uma vez ao dia uma hora antes de 
cada desafio. Todos os tratamentos ocorreram dos dias 19 ao 21 pós-sensibilização, todas as 
análises ocorreram 24 horas após o último desafio. Primeiramente, observamos que a inalação 
da lidocaína e do JMF2-1 reduziu o número de eosinófilos nos pulmões dos animais 
desafiados com ovoalbumina. Além disso, ambos os fármacos inibiram a hiperreatividade 
brônquica dos animais desafiados. Os tratamentos in vivo com lidocaína e JMF2-1, assim 
como com dexametasona, inibiram a secreção de IL-4, IL-5 e IL-13 em culturas de explante 
pulmonar, obtidos dos camundongos sensibilizados e desafiados com ovoalbumina. Após um 
segundo desafio com ovoalbumina, dessa vez in vitro, a produção de IL-5 e IL-13 foi inibida 
quando os explantes eram provenientes de camundongos tratados com dexametasona, mas 
não lidocaína e JMF2-1. Células obtidas dos linfonodos de camundongos DO11.10 - TCR 
transgênico foram estimuladas com ovoalbumina e tratadas in vitro com JMF2-1, lidocaína ou 
dexametasona. A produção de citocinas e proliferação das células dos linfonodos, provocadas 
pela ovoalbumina, foram inibidas pela lidocaína, JMF2-1 e pela dexametasona. Observamos 
também que o JMF2-1 e a lidocaína induziram a apoptose de células T in vitro, detectada 
através da marcação com iodeto de propídeo e anexina V. Em todos os parâmetros analisados 
in vitro o JMF2-1 foi mais eficiente do que a lidocaína. Os resultados demonstraram que a 
aerolização do JMF2-1 bloqueia eventos cruciais relacionados à patogênese da asma, 
provavelmente através da redução da liberação de citocinas Th2 e da inibição das funções 
celulares e sobrevida de linfócitos T. Os resultados reforçam a importância de JMF2-1 e 
análogos não anestésicos de lidocaína como candidatos a medicamentos antiasmáticos. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
ABSTRACT 

 
Asthma is a chronic inflammation of the lung airways caused by environmental factors in 
genetically predisposed individuals. Our previous study showed that nebulization of the 
structural analog of lidocaine JMF2-1 might be a way of achieving the anti-asthmatic effects 
of lidocaine without the anesthetic effect. Since the mode of action of JMF2-1 is still unclear, 
we examined here its putative immunoregulatory effect in comparison to lidocaine and 
dexamethasone. Ovalbumin-sensitized BALB/c mice were daily nebulized with ovalbumin 
and treated with lidocaine or JMF2-1 aerossol concomitantly and eight hours post-challenge, 
from day 19 to 21 post-sensitization, being all analyses performed 24 h after the last 
challenge. Dexamethasone intraperitoneal treatment was done one hour before each 
challenge. We found that both lidocaine and JMF2-1 inhalation inhibited crucial features of 
asthma including lung eosinophilia and bronchial hyperresponsiveness. Treatments with 
inhaled lidocaine or JMF2-1, as well as i.p. dexamethasone, inhibited IL-4, IL-5 and IL-13 
secretion by cultures of lung explants obtained from mice sensitized and challenged with 
ovalbumin. Following a second challenge, now in vitro, IL-5 and IL-13 production were 
inhibited when the explants were from dexamethasone- but not lidocaine- or JMF2-1- treated 
donors. Ovalbumin-evoked cytokine production by and proliferation of lymph node cells, 
from DO11.10 TCR transgenic mice, were inhibited by both JMF2-1, lidocaine and 
dexamethasone applied in vitro. Moreover, JMF2-1 and lidocaine induced apoptosis of these 
T cells in vitro, detected by propidium iodide and annexin V. In all parameters assessed in 
vitro JMF2-1 was more efficient than lidocaine. These results show that inhalation of JMF2-1 
prevents cardinal features of asthma, probably by reducing Th2 cytokine generation via 
inhibition of T cell function and survival. JMF2-1 should be considered as a new prototype in 
drug discovery for asthma with advantages over local anesthetics. 
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1. Introdução 

1.1 Alergia 

Há cerca de 100 anos atrás, von Pirquet introduziu o termo “alergia” para distinguir as 

respostas imunológicas que eram danosas ao hospedeiro das respostas imunológicas de um 

estado fisiológico apud Larche e cols., 2006. Em 1921, Prausnitz e Küstner demonstraram que 

a sensibilidade específica a um antígeno poderia ser passivamente transmitida para uma 

pessoa não-alérgica, através da transferência do soro de um indivíduo alérgico. Alguns anos 

mais tarde (1966-1967), foi observado que o fator do sangue responsável por essa 

transferência da resposta alérgica era a Imunoglobulina E (IgE) apud Larche e cols., 2006. 

Hoje se sabe que a alergia, mediada pela IgE, afeta mais de 25% da população de 

países industrializados (Floistrup e cols., 2006). As reações alérgicas são classificadas como 

reações de hipersensibilidade imediata porque têm início em alguns minutos a partir do 

estímulo do antígeno e trazem conseqüências patológicas significativas. 

A resposta alérgica pode ser direcionada contra diversas proteínas ambientais, 

denominadas de alérgenos, e manifesta-se clinicamente como rinite alérgica (mais conhecida 

como febre do feno), asma alérgica, alergias alimentares, inflamações alérgicas na pele, 

alergias oculares e anafilaxia. Com exceção da anafilaxia, todas as manifestações alérgicas 

mencionadas anteriormente são locais. 

Atualmente a alergia é considerada uma disfunção imunológica, que pode causar em 

indivíduos pré-dispostos (ou atópicos), uma resposta inflamatória. As doenças alérgicas são 

fenômenos complexos e podem promover diversas manifestações fisiopatológicas como 

aumento de permeabilidade vascular, vasodilatação, hiperreatividade brônquica e inflamação 

local. 

1.2 Asma 

Nos tempos remotos, a asma já era reconhecida em várias culturas, como na 

civilização chinesa, hebraica, grega e romana. O médico grego Hipócrates (460-377 A.C.) foi 

o primeiro a descrever a asma, cuja palavra derivou da palavra grega “asthmaino”, que 

indicava “ofego ou arfada”. A primeira associação etiológica com o broncoespasmo foi feita 

por Galeno (130-201 D.C.), o qual também descreveu a relação entre as vias aéreas superiores 

e inferiores (Cserhati, 2004). 

 Durante a idade média não houve grande interesse no estudo da asma devido à 

repressão aos estudos científicos promovida pela Igreja Católica, nessa época muitos médicos 

aceitavam as descrições de Hipócrates e Galeno como um paradigma (Cserhati, 2004).  
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O médico alemão Georgius Agricola (1494-1555) descreveu, no século 16, a 

associação entre os fatores ambientais e os sintomas nas vias aéreas. A asma brônquica, nas 

suas definições modernas data do início do século 19, quando foi reconhecida como uma 

doença associada unicamente a uma contração exagerada das vias aéreas (broncoespasmo) 

(Cserhati, 2005). William Osler (1849-1919) foi quem descreveu a hiperreatividade brônquica 

como uma disfunção da asma e considerou pela primeira vez que esta fosse uma doença 

inflamatória, baseado em mudanças patológicas nas vias aéreas de asmáticos incluindo edema 

e aumento da produção de muco. Com o desenvolvimento de técnicas de coloração de cortes 

de tecido, Paul Ehrlich (1814-1915) identificou eosinófilos e mastócitos nos cortes 

histológicos de pulmões de pacientes asmáticos (Schwartz, 2004), associando a presença 

destas células à patologia da asma. 

O conceito de que a asma é uma doença inflamatória foi estabelecida fortemente no 

século 20, o qual também foi marcado pelo advento dos testes randomizados, 

desenvolvimento de metodologias invasivas e não-invasivas e novas técnicas imunológicas, as 

quais puderam substituir a experiência pessoal e a observação.    

 Devido à complexidade da doença, ainda hoje não existe uma definição padrão para a 

asma, por isso muitos investigadores tentam defini-la através de características quantitativas 

comumente encontradas nos asmáticos (Wills-Karp and Ewart, 2004). Em indivíduos 

suscetíveis, a inflamação pulmonar causa episódios recorrentes de falta de ar, dificuldade 

respiratória, aperto no peito e tosse, particularmente à noite ou ao amanhecer. Esses episódios 

estão geralmente associados com a obstrução pulmonar, que pode ser reversível tanto 

espontaneamente quanto por uso de tratamento. A inflamação também pode levar a um 

aumento da hiperresponsividade brônquica, a uma variedade de estímulos (Clinical practice 

guidelines. Expert Panel Report 2. Guidelines for the Diagnosis and Management of Asthma. 

NIH. National Heart, Lung, and Blood Institute (1997)).  Portanto, a descrição atual da asma 

mais precisa é: uma doença inflamatória crônica caracterizada pela obstrução reversível das 

vias aéreas, hiperresponsividade brônquica e denso infiltrado inflamatório pulmonar, 

constituído principalmente por eosinófilos, mastócitos e linfócitos T, neutrófilos (numa 

resposta tardia mais exacerbada) e macrófagos (Tattersfield e cols., 2002, Wills-Karp and 

Ewart, 2004).  

1.2.1 Epidemiologia 

A asma é diagnosticada clinicamente com base nos sintomas de dispnéia, sibilância, 

tosse seca, sensação de aperto torácico e pela evidência da obstrução das vias aéreas (Cohn e 

cols., 2004).  
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Nos últimos 20 anos, a prevalência da asma quase dobrou, afetando atualmente cerca 

de 8 a 10% da população norte americana (Cohn e cols., 2004). No Brasil a estimativa de 

prevalência situa-se em torno de 20% (The international study of asthma and allergy n 

childhood (ISSAC). (1998)), sendo esta doença responsável por aproximadamente 350.000 

internações hospitalares no SUS por ano (Portaria SAS/MS n° 1012, de 20 de dezembro de 

(2002)). 

A primeira manifestação da asma alérgica pode ocorrer em qualquer idade, sendo a 

incidência mais alta em crianças. Hoje, a asma é a maior causa de hospitalização entre 

crianças pequenas (Cohn e cols., 2004, Dodge and Burrows, 1980, Saglani and Bush, 2007). 

A asma apresentada na infância geralmente abranda durante a adolescência e pode voltar na 

vida adulta (Jenkins e cols., 1994). Quando a doença persiste na vida adulta ela pode ser 

associada com o declínio acelerado da função pulmonar do paciente (Lange e cols., 1998). 

De acordo com a freqüência e intensidade dos sintomas e com os parâmetros da 

função pulmonar, pode-se classificar a asma em: intermitente, persistente leve, persistente 

moderada e persistente grave. 

No Brasil, estima-se que aproximadamente 60% dos casos de asma sejam 

intermitentes ou persistentes leves, 25-30% moderados e 5-10% graves, sendo que estes 

últimos são os responsáveis pela maior mortalidade associada à doença (Portaria SAS/MS n° 

1012, de 20 de dezembro de (2002)).   

1.2.2 Bases genéticas e ambientais da asma 

A asma é uma doença multifatorial, uma vez que suas causas podem ser tanto devido a 

fatores ambientais quanto a fatores genéticos. Estudos genéticos identificaram mais de 20 

regiões cromossômicas diferentes (Doull e cols., 1996, Lonjou e cols., 2000, Wilkinson e 

cols., 1998)   que correlacionam com a manifestação da asma ou com as características 

relacionadas à ela.  

O foco dos estudos tem sido principalmente as áreas do genoma que contenham genes 

importantes na resposta imunológica: “cluster” de genes que codificam citocinas no 

cromossomo 5q (genes para as interleucinas 4, 5, 9 e 13, assim como para CD14); o HLA 

(human leukocyte antigen complex) no cromossomo 6p; a região do cromossomo 11q, que 

contém genes para a subunidade B do receptor FcE; a região do cromossomo 12q, que possui 

o gene para IFN-γ; o locus do cromossomo 14q, aonde se localiza o gene para o receptor da 

célula T α/β e a região onde se encontra o receptor da IL-4 no cromossomo 16p (Tattersfield 

e cols., 2002, Wills-Karp and Ewart, 2004). A consistência com que essas regiões têm sido 
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detectadas relacionadas à doença indica que elas realmente podem conter genes que 

promovam a susceptibilidade à asma. 

 Estudos de variação polimórfica (Doull e cols., 1996, Lonjou e cols., 2000, Wilkinson 

e cols., 1998) nos genes supostamente envolvidos na fisiopatologia da doença também 

identificaram diversos genes candidatos, que podem aumentar o risco de desenvolver a asma, 

como o ADAM33 (Tattersfield e cols., 2002, Wills-Karp and Ewart, 2004), DPP10 e PHF11 

(Wills-Karp and Ewart, 2004). ADAM33 é um membro da família de metaloproteases 

expresso em células musculares e em fibroblastos das vias aéreas, que pode estar envolvido 

no remodelamento dos tecidos das vias aéreas (Wills-Karp and Ewart, 2004). Especula-se que 

DPP10, uma dipeptidil peptidase, module a ativação de diversas citocinas e quimiocinas 

envolvidas na inflamação das vias aéreas (Wills-Karp and Ewart, 2004). Já o produto gênico 

de PHF11 contém dois “dedos de zinco” que podem ser importantes no remodelamento da 

cromatina. Apesar de não se saber ao certo o papel desse gene na patogênese da asma, foi 

demonstrado uma associação entre esse gene e a asma severa (Wills-Karp and Ewart, 2004). 

 Estudos sobre a asma têm tornado evidente que apenas um gene não pode ser 

responsável pela herança de uma doença alérgica. O mais provável é que diversas alterações 

em diferentes genes, os quais interagem com fatores ambientais em diversos momentos do 

desenvolvimento do indivíduo, podem contribuir para os mecanismos que levam às condições 

alérgicas. Sendo assim, sabemos hoje que os genes de susceptibilidade à asma interagem com 

fatores ambientais como poluentes, infecções virais, bacterianas e fúngicas, nutrição e 

endotoxinas (Saglani and Bush, 2007, von Mutius, 2007, Yang e cols., 2007).  

 David Strachan foi o primeiro a sugerir, em 1989, que a falta de higiene e, 

conseqüentemente, o aumento de infecções poderiam conferir proteção contra o 

desenvolvimento de doenças alérgicas. Strachan observou que a prevalência da febre do feno 

era reduzida quando a criança estudada tinha irmãos mais velhos. Esse fenômeno estava 

associado a um aumento da exposição a infecções microbianas na infância (Saglani and Bush, 

2007, von Mutius, 2007, Yang e cols., 2007). A partir dessa observação surgiu a “hipótese da 

higiene”, a qual propõe que a exposição microbiana, durante o desenvolvimento na infância, 

reduz o desenvolvimento da asma e de doenças alérgicas. Resultados conflitantes foram 

alcançados no estudo dessa hipótese, no entanto é válido ressaltar que diferenças no genótipo 

dos indivíduos estudados associados a diferentes fatores ambientais podem ter dificultado a 

análise dos dados. 
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1.2.3 Bases imunológicas da asma 

Os alérgenos que entram nas vias aéreas podem ultrapassar as barreiras do trato 

respiratório, e podem ser reconhecidos, fagocitados, processados e apresentados pelas células 

dendríticas presentes no pulmão, via MHC de classe II. Células T CD4 específicas para este 

alérgeno que se encontram nas vias aéreas podem reconhecer o antígeno através do TCR 

(receptor de reconhecimento das células T). Células dendríticas apresentando o alérgeno 

provém sinais co-estimulatórios, levando a uma rápida indução da ativação desses linfócitos 

(Cohn e cols., 2004). A ativação dos linfócitos T CD4 promove a diferenciação desta célula 

em subpopulações Th1 ou Th2, além de induzir a proliferação dessas células e a liberação de 

diversos mediadores inflamatórios. Os subtipos de linfócitos T CD4 são classificados em Th1 

e Th2 de acordo com o perfil de citocinas liberados por essas células. A inflamação alérgica 

está fortemente relacionada aos linfócitos T CD4 do subtipo Th2, uma vez que um padrão de 

citocinas do tipo Th2 foi associado à patogênese dessa doença (Renauld, 2001).   

Dentre as citocinas Th2 encontradas associadas à asma pode-se ressaltar a IL-4, IL-5 e 

IL-13. Essas citocinas são extremamente importantes no recrutamento e ativação das células 

efetoras relacionadas às respostas alérgicas, como eosinófilos e mastócitos. A IL-13 está 

associada à hipersecreção de muco das glândulas da submucosa e /ou células caliciformes. A 

IL-4 e a IL-5 aumentam a adesão de eosinófilos às células endoteliais vasculares, permitindo 

sua migração para o parênquima pulmonar. A IL-5 está associada também a manutenção da 

sobrevida de eosinófilos. A IL-4 é essencial na diferenciação de demais células T CD4 em 

células com fenótipo Th2, além de ser caracterizada como indutor da mudança de classe de 

imunoglobulinas para IgE em linfócitos B (Gould e cols., 2003).  

 A IgE secretada por linfócitos B ativados pode alcançar a circulação sangüínea e ligar-

se a receptores Fc específicos (FcεR) na superfície de mastócitos teciduais ou basófilos 

sangüíneos. A partir desse momento, estas células estão prontas para serem ativadas pelos 

alérgenos, tornando o indivíduo sensibilizado para aquele determinado antígeno específico. 

Uma vez que essas células estejam ativadas elas também liberarão mediadores pró-

inflamatórios participantes da patogênese da asma (Figura 1.1). 
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Figura 1.1: Eventos iniciais na imunologia da asma. Entrada do alérgeno e reconhecimento 

pelas células dendríticas ou linfócitos B, as quais através da apresentação antigênica 

promovem a ativação dos linfócitos T. Os linfócitos T ativados proliferam e produzem 

mediadores inflamatórios como as citocinas. Algumas dessas citocinas promovem a mudança 

de classe da imunoglobulina para IgE específica para o alérgeno. Adaptado de Larché e cols. 

2006. 

1.2.4 Fase imediata e fase tardia da asma 

A resposta asmática pode ser dividida em duas fases que se diferenciam pela ordem 

temporal e pela qualidade dos eventos. Quando um indivíduo atópico previamente 

sensibilizado entra em contato com o alérgeno, este antígeno se ligará nas IgEs que se 

encontram associadas aos receptores específicos de alta afinidade FcεRI, situado nas 

membranas de mastócitos e basófilos. A ligação do alérgeno na IgE promove a ativação 

dessas células com conseqüente desgranulação (Lukacs, 2001). O conteúdo liberado dos 

grânulos dos basófilos e mastócitos é constituído principalmente por aminas vasoativas 

(principalmente a histamina), enzimas (proteases neutras e hidrolases ácidas), mediadores 

lipídicos (prostaglandinas e leucotrienos), citocinas e quimiocinas (Larche e cols., 2006).  A 

histamina provoca a contração das células do endotélio, levando ao extravazamento do plasma 

para os tecidos, além de estimular a contração das células da musculatura lisa promovendo 

uma broncoconstrição. As proteases neutras de serina são os constituintes protéicos mais 

abundantes dos grânulos dos mastócitos e contribuem para o dano tecidual. Assim como a 
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histamina, os mediadores lipídicos, em particular leucotrienos e o fator de ativação 

plaquetária (PAF) induzem a vasodilatação, broncoconstrição, secreção de muco, aumento de 

permeabilidade vascular, quimiotaxia e ativação de células inflamatórias. As citocinas e 

quimiocinas liberadas estão associadas ao recrutamento, ativação e proliferação de linfócitos, 

mastócitos e eosinófilos (Wills-Karp and Ewart, 2004) (Figura 1.2). 

 

 

               

    

Figura 1.2: Fase imediata da reação. A ligação do antígeno às IgEs ligadas em receptores 

FcεRI de mastócitos e basófilos promove a desgranulação das células com conseqüente 

liberação dos mediadores inflamatórios, que culminam  nos sintomas imediatos da asma 

alérgica. Adaptado de Larché e cols. 2006. 

 

 A segunda fase da resposta asmática, denominada fase tardia é seguida cerca de 2 a 4 

horas mais tarde e pode ser mais grave (Lukacs, 2001). A resposta tardia consiste no acúmulo 

de infiltrado inflamatório no pulmão e pode durar longo período. O infiltrado inflamatório 

característico na asma é constituído principalmente de linfócitos Th2, eosinófilos, mastócitos, 

células dendríticas e macrófagos, cuja atração para esse sítio inflamatório ocorre devido ao 

microambiente de citocinas e quimiocinas estabelecido na fase imediata (Busse e cols., 2000) 

(Figura 1.3). 
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Figura 1.3: Fase tardia da reação. Células inflamatórias migram para o pulmão e são 

ativadas localmente. Adaptado de Larché e cols. 2006. 

 

 Os eosinófilos são os maiores constituintes do infiltrado inflamatório pulmonar de 

indivíduos asmáticos. Após sua ativação, liberam seus grânulos contendo mediadores 

inflamatórios e espasmógenos como o leucotrieno C4 (LTC4) e o PAF, induzindo a 

broncoconstrição, e proteínas extremamente tóxicas ao epitélio como MBP (Major Basic 

Protein) e EPO (Eosinophil Peroxidase), gerando descamação do epitélio das vias aéreas 

(Corrigan and Kay, 1992). Mais recentemente observou-se que os eosinófilos podem também 

apresentar antígenos e secretar citocinas do tipo Th2, podendo agir como amplificadores do 

processo inflamatório no sítio de inflamação (Shi e cols., 2000). 

 A constante exposição aos alérgenos acarreta em uma contínua indução da resposta 

inflamatória e danos graves nas vias aéreas, levando a conseqüências patológicas graves nos 

pulmões de pacientes com asma crônica (Muro e cols., 2000).  

1.2.5 Fisiopatologia da asma 

 Na asma, a parede das vias aéreas é infiltrada com eosinófilos e células 

mononucleares, as quais são em sua maioria células T CD4. Mastócitos, macrófagos, 

plasmócitos e neutrófilos podem estar aumentados nas vias aéreas de indivíduos asmáticos 



 9 

comparados aos indivíduos sadios. No lúmen das vias aéreas, o muco está repleto de 

macrófagos, eosinófilos, linfócitos e células epiteliais que se desprenderam do tecido 

danificado. Em alguns indivíduos asmáticos, especialmente os casos mais graves, ocorre 

aumento do número de neutrófilos (Cohn e cols., 2004) (Figura 1.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Fisiopatologia da asma. Diversas células inflamatórias são recrutadas e 

posteriormente ativadas nas vias aéreas, liberando uma variedade de mediadores 

inflamatórios, os quais promovem efeitos agudos nas vias aéreas como: broncoconstrição, 

extravazamento do plasma, vasodilatação, secreção de muco, ativação de nervos sensoriais e 

broncoconstrição induzida por reflexos colinérgicos. Além desses efeitos, ocorrem também 

alterações estruturais (remodelamento) incluindo fibrose sub-epitelial, angiogênese, aumento 

do número de células secretoras de muco, e espessamento da camada de células musculares 

lisas das vias aéreas, resultado da hiperplasia e hipertrofia dessas células. Adaptado de Barnes 

2004.  
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 As mudanças estruturais na parede das vias aéreas, conjuntamente denominadas de 

remodelamento das vias aéreas, resultam da interação de mediadores inflamatórios com 

células epiteliais ou do dano tecidual. Fatores locais, incluindo as células estruturais nas vias 

aéreas e a matriz extracelular, respondem à inflamação de forma característica e coordenada 

reparando o dano causado pela inflamação local (Cohn e cols., 2004). O espessamento da 

parede das vias aéreas pode ser de 10 a 300%, comparado às vias aéreas de indivíduos sadios, 

acarretando numa redução do diâmetro do lúmen das vias aéreas (Elias e cols., 1999). As vias 

aéreas pequenas (2-4 mm) estão normalmente envolvidas na patologia. Na asma grave fatal, 

todas as vias aéreas, com exceção da maior, são afetadas. Além das células inflamatórias, a 

maioria dos elementos das vias aéreas contribui para o espessamento (células musculares, 

fibroblastos, miofibroblastos e miócitos) (Halayko and Amrani, 2003). Ocorre uma hipertrofia 

das células caliciformes secretoras de muco e metaplasia do epitélio das vias aéreas, que 

passam a secretar muco também. A camada subepitelial também fica mais espessa, em 

indivíduos asmáticos devido ao aumento de deposição de matriz extracelular, como colágeno 

do tipo I, III e V, fibronectina e tenascina abaixo da membrana basal, na “lamina reticularis” 

(Roche e cols., 1989). Os miofibroblastos, células produtoras de colágeno, também se 

encontram hiperplásicos. As células musculares das vias aéreas passam a ocupar até três vezes 

a área que ocupam em indivíduos sadios, devido também a hiperplasia (Black, 1997). Além 

disso, ocorre dilatação dos vasos e angiogênese, aumento da permeabilidade vascular e edema 

da parede das vias aéreas (Homer and Elias, 2000) (Figura 1.4). 

 O remodelamento das vias aéreas e a inflamação resultam na hiperresponsividade e 

obstrução das vias aéreas, as quais causam a falta de ar e aperto no peito. A 

hiperresponsividade é definida como um aumento na broncoconstrição induzida por estímulo 

não-específico. Os mecanismos que controlam a hiperresponsividade não são bem entendidos 

ainda. Fatores como a inflamação, diâmetro reduzido das vias aéreas, aumento da 

contratilidade das células musculares, dano epitelial, disfunção na regulação neuronal, 

aumento da permeabilidade microvascular e muitos mediadores inflamatórios espasmógenos 

estão associados à hiperresponsividade (Cohn e cols., 2004). Quando as vias aéreas estão mais 

estreitas devido às mudanças estruturais com presença de muco e células inflamatórias no 

lúmen, estímulos que aumentam a constrição de células musculares culminam na obstrução 

das vias aéreas (Cohn e cols., 2004) (Figura 1.4). 

 A inflamação e as mudanças estruturais foram observadas nas vias aéreas de biopsias 

de crianças anos antes dos sintomas da asma se manifestarem (Pohunek, 2004), portanto é 

possível que a obstrução das vias aéreas e o aperto no peito ocorram apenas quando um nível 
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maior de remodelamento do tecido já tenha ocorrido. Mesmo se os sintomas desaparecerem, 

os indivíduos asmáticos continuam apresentando aumento na responsividade das vias aéreas 

induzida por metacolina e elevado número de eosinófilos no lavado broncoalveolar (Cohn e 

cols., 2004). Com o passar do tempo, a função pulmonar dos asmáticos é reduzida, indicando 

a progressão da doença (Lange e cols., 1998). No momento em que a asma é diagnosticada, a 

inflamação nas vias aéreas e o remodelamento não podem mais ser distinguidos em causa e 

efeito, dificultando a determinação de quais são os primeiros passos da fase efetora da doença.   

1.3 Mediadores da resposta asmática 

1.3.1 Citocinas 

Citocinas são proteínas pequenas (aproximadamente 25 kDa) que são liberadas por 

diversos tipos de células no corpo. Geralmente são liberadas em resposta a um estímulo 

ativador e induzem resposta através da ligação a um receptor específico na membrana da 

célula alvo. As citocinas podem agir de forma autócrina, afetando o comportamento da célula 

que a liberou ou de forma parácrina, afetando o comportamento de células adjacentes. 

Algumas citocinas podem agir também de forma endócrina, afetando células distantes, porém 

isso depende da sua meia-vida e da sua produção na circulação. 

A ação dessas moléculas é freqüentemente pleiotrópica, ou seja, uma única citocina 

pode atuar em diferentes células induzindo diferentes efeitos biológicos. Muitas vezes, 

também observamos que citocinas diferentes podem atuar na mesma célula induzindo o 

mesmo efeito biológico. Além disso, diferentes citocinas podem atuar em sinergia ou em 

antagonismo. Portanto, as citocinas são geradas a partir de uma resposta promovendo diversos 

efeitos biológicos nas células e podem exacerbar a alça de controle positivo ou de controle 

negativo (Chabalgoity e cols., 2007). 

Na fase de ativação das respostas imunológicas as citocinas estimulam o crescimento e 

a diferenciação das células do sistema imune e na fase efetora elas podem induzir a ativação 

das células. Por isso as citocinas são consideradas como proteínas reguladoras do sistema 

imunológico, sendo essenciais na formação das repostas imunológicas inata e adaptativa, 

assim como no estabelecimento e manutenção da memória imunológica (Chabalgoity e cols., 

2007). 

 Apesar da cadeia de eventos que leva ao desenvolvimento da patologia asmática ser 

bastante complexa, as citocinas típicas de uma resposta Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) se destacam 

como importantes participantes tanto no desenvolvimento, quanto no estabelecimento da 

asma. Os mecanismos exatos pelos quais estas citocinas regulam a inflamação pulmonar e a 



 12 

conseqüente hiperreatividade das vias aéreas ainda não estão completamente elucidados, mas 

sabe-se que elas atuam em diferentes tipos celulares envolvidos no desenvolvimento da 

resposta asmática. 

1.3.1.1 Interleucina 4 (IL-4) 

 A citocina IL-4 possui variadas atividades biológicas. Em termos gerais, pode ser 

descrita como uma das principais citocinas envolvidas na patogênese das doenças alérgicas. A 

principal célula produtora de IL-4 é o linfócito T CD4 Th2, sendo que nessa célula a IL-4 

funciona de forma autócrina estimulando o crescimento e o desenvolvimento de linfócitos T 

CD4 do subtipo Th2 (Foster e cols., 2002). Outras células como mastócitos e eosinófilos 

também produzem IL-4. 

 A atividade biológica de IL-4 é exercida através da ligação da citocina ao seu receptor 

IL-4R, o qual é expresso em uma variedade de células. O receptor IL-4R é um heterodímero, 

constituído da cadeia IL-4Rα e uma segunda cadeia, podendo essa ser a cadeia γc ou a cadeia 

IL-13Rα (Kips, 2001). A cadeia IL-13Rα também é constituinte do receptor de IL-13, o que 

pode explicar as semelhanças funcionais entre essas duas citocinas. 

 As principais características funcionais de IL-4 estão relacionadas ao crescimento e 

diferenciação das células B e a troca do isotipo de imunoglobulina produzida para IgE. Efeitos 

adicionais implicados no aumento da produção de IL-4 em indivíduos asmáticos incluem a 

estimulação das células produtoras de muco e de fibroblastos, efeitos esses que estão 

relacionados ao processo de remodelamento das vias aéreas (Kips, 2001). Além disso, foi 

observado que a inalação de IL-4 recombinante humana é capaz de induzir a eosinofilia nas 

vias aéreas e causar hiperresponsividade brônquica em indivíduos asmáticos (Shi e cols., 

1998). 

1.3.1.2 Interleucina 5 (IL-5) 

 Diversos estudos demonstraram que a IL-5 é a principal citocina envolvida na 

produção, diferenciação, maturação e ativação de eosinófilos, in vivo (Foster e cols., 2002, 

Kips, 2001). Na medula óssea a IL-5 é importante na estimulação da eosinofilopoiese e 

indução da diferenciação terminal de precursores mielóides em eosinófilos. A IL-5 também 

aumenta a adesão de eosinófilos às células endoteliais vasculares, promove a migração de 

eosinófilos nos tecidos e aumenta a atividade citotóxica dessas células (Wills-Karp, 1999). De 

fato, em camundongos deficientes para o gene da IL-5 há um número muito reduzido de 

eosinófilos detectados no sangue, sugerindo que apesar da importância de IL-5 no 

desenvolvimento de eosinófilos, outras citocinas, como IL-3 e GM-CSF, constitutivamente 
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expressas podem contribuir para o desenvolvimento destas células. No entanto, estes animais 

modificados não desenvolvem eosinofilia pulmonar, hiperresponsividade e danos nas vias 

aéreas, induzida por aeroalergenos (Foster e cols., 1996). Além disso, parece haver uma 

correlação positiva entre o aumento da concentração de IL-5 e o aumento do número de 

eosinófilos no sangue e lavado broncoalveolar de pacientes asmáticos (Walker e cols., 1991). 

  

1.3.1.3 Interleucina 13 (IL-13) 

 A IL-13 está associada a diversas características patológicas que definem a asma. Essa 

citocina é produzida por diversas células inflamatórias como as células T CD4, CD8 e Natural 

Killer (NK), eosinófilos, mastócitos e basófilos, além de ser sintetizada também por células 

não-inflamatórias como as células da musculatura lisa das vias aéreas (Wills-Karp, 2004). A 

produção de IL-13 pode ser induzida pelo estímulo antigênico em indivíduos sensibilizados e, 

em algumas ocasiões, por outras citocinas como a IL-9 e IL-25 (Temann e cols., 1998) e 

mediadores inflamatórios como a histamina, adenosina e endotelina-1 (Wills-Karp, 2004). 

 A IL-13 foi primeiramente descrita por seus efeitos em linfócitos B e monócitos, 

promovendo mudança de classe de imunoglobulina para IgE e induzindo a expressão de MHC 

de classe II (Wynn, 2003). 

Os efeitos da IL-13 são mediados pela sua ligação no receptor de IL-13, o qual é um 

complexo multimérico composto das cadeias IL-4Rα e IL-13Rα1. A cadeia IL-4Rα, da 

citocina IL-4, também pode se associar a IL-13Rα2, porém não está elucidado qual o papel 

desse receptor. Após a ligação no receptor IL-4Rα/IL-13Rα1 ocorre uma sinalização celular 

dependente de STAT6 (signal transducers and activators of transcription 6) acarretando na 

transcrição de diversos genes na célula alvo (Kaplan e cols., 1996). As conseqüências da 

ativação induzida por IL-13 incluem alterações nas células epiteliais, hipersecreção de muco, 

inflamação das vias aéreas, hiperresponsividade das vias aéreas e fibrose tissular (Wills-Karp, 

2004). 

 Através da estimulação da produção de quimiocinas, a IL-13 recruta células 

inflamatórias para as vias aéreas, como eosinófilos (Wills-Karp, 2004). A hiperresponsividade 

brônquica pode ser observada com a administração de IL-13 nas vias aéreas, esta citocina age 

nas células epiteliais e na musculatura lisa das vias aéreas (Wills-Karp, 2004).   

1.3.1.4 Interferon-γγγγ (IFN-γγγγ) 

 Ao avaliar o papel funcional das citocinas na asma, é importante ressaltar que elas 

constituem uma rede de mediadores inflamatórios que interagem mutuamente. A inflamação 
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nas vias aéreas pode ser induzida então, pelo aumento da produção das citocinas Th2 ou pela 

redução da produção das citocinas Th1, que agem regulando as primeiras. 

 A polarização das células T CD4 para o subtipo Th1 é induzida principalmente pela 

citocina IL-12, cujo principal papel é reprimir a produção de IL-4 e estimular a produção de 

citocinas com perfil Th1. A IL-12, junto com a citocina IL-18, age em sinergia induzindo a 

produção de IFN-γ (Foster e cols., 2002, Kips, 2001). A citocina IFN-γ pode ser produzida 

por diferentes tipos de células como células T CD4 Th1, células T CD8, células NK, 

macrófagos, células dendríticas, células T CD4 virgens e linfócitos B (Teixeira e cols., 2005). 

 Em modelos de animais desafiados antigenicamente, observou-se que IFN-γ previne o 

desenvolvimento de eosinofilia nas vias aéreas e hiperresponsividade (Li e cols., 1996). No 

entanto, a administração de IFN-γ recombinante em asmáticos não alterou a mecânica 

pulmonar desses indivíduos (Boguniewicz e cols., 1995).  

1.3.2 Quimiocinas  

As quimiocinas são um grupo particular de citocinas quimiotáticas. Dentro do grupo 

de citocinas humanas e de camundongos foram reconhecidas mais de 30 quimiocinas. Os 

membros dessa família possuem características semelhantes como o baixo peso molecular, 

similaridades em suas seqüências iniciais, assim como a presença de uma região contendo 

dois ou quatro resíduos de cisteína, que formam pontes dissulfídicas na estrutura terciária da 

proteína. A família das quimiocinas pode ser separada em quatro subfamílias devido a sua 

composição, são elas as subfamílias C-X-C, C-C, C e CX3C. Essa divisão é baseada na 

presença ou ausência de um resíduo de aminoácido localizado entre os dois primeiros dos 

quatro resíduos conservados de cisteína.  

 Estudos demonstraram que as quimiocinas podem ter diversas funções durante a 

inflamação, as quais podem estar relacionadas ao recrutamento celular, ativação e 

diferenciação das células que participam desta resposta. A expressão de determinadas 

quimiocinas nas vias aéreas demonstrou que podem existir perfis específicos de quimiocinas 

que medeiam diferentes estágios do desenvolvimento da patogênese da asma.   

 As fontes de quimiocinas nas vias aéreas de asmáticos incluem as células epiteliais das 

vias aéreas e macrófagos alveolares. Sendo estas células residentes do tecido pulmonar, as 

quimiocinas liberadas por elas têm efeito imediato no ambiente da via aérea e nos tecidos 

adjacentes (Lukacs, 2001). 

 Algumas quimiocinas como a CCL-5 (RANTES), CCL7 (MCP-3) e CCL13 (MCP-4) 

foram identificadas nas vias aéreas de indivíduos asmáticos (Lukacs, 2001). Essas 
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quimiocinas induzem o recrutamento de eosinófilos, através do seu receptor CCR3, o qual é 

expresso em grandes quantidades nessa célula. Na asma humana, as quimiocinas CCL5, 

CCL11 (Eotaxina) e CCL13 são produzidas em altos níveis no epitélio das vias aéreas 

(Lukacs, 2001). Além de promover o recrutamento e ativação de eosinófilos, essas 

quimiocinas também podem afetar outras populações leucocitárias relacionadas a asma, como 

basófilos e linfócitos Th2. 

1.3.3 Leucotrienos 

 Os leucotrienos são uma classe de mediadores inflamatórios lipídicos derivados do 

ácido araquidônico, produzidos pela via da lipoxigenase em muitos tipos de células. A enzima 

5- lipoxigenase pode na dependência da célula e do seu estado de ativação se localizar no 

citosol, na membrana perinuclear e nos corpúsculos lipídicos, e sua expressão pode ser 

observada em mastócitos, eosinófilos, basófilos e macrófagos. 

 Os cisteinil-leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4 e LTF4) possuem ações sobre o sistema 

respiratório, sendo caracterizados como potentes agentes espasmógenos, provocando 

contração do músculo liso das vias aéreas, em humanos (Dahlen e cols., 1980). Além disso, 

estes leucotrienos também aumentam a secreção de muco (Marom e cols., 1982) e a 

permeabilidade vascular (Dahlen e cols., 1981). 

 Após estimulação antigênica, os cisteinil-leucotrienos são detectados em pulmões de 

pacientes asmáticos e no lavado broncoalveolar. Há evidências de que contribuem para a 

hiperreatividade brônquica dos asmáticos e, que estejam envolvidos como mediadores tanto 

na fase inicial quanto na fase tardia da asma (Samuelsson, 1983). 

1.3.4 Histamina 

A histamina foi o primeiro mediador implicado na fisiopatologia da asma a ser 

descrito. Este mediador é sintetizado pelos mastócitos das vias aéreas e pelos basófilos 

infiltrantes e é armazenado nos grânulos de ambas as células, só sendo liberados frente a um 

estímulo imunológico (IgE, citocinas) ou não-imunológico (ionóforo de cálcio, substância P) 

(Barnes, 2001). 

 A inalação de histamina causa broncoconstrição em pacientes asmáticos (Barnes, 

2001). Além da atividade espasmódica da histamina, este mediador também afeta outros 

aspectos da resposta nas vias aéreas de asmáticos. A histamina induz a proliferação de células 

da musculatura lisa das vias aéreas, em cultura (Panettieri e cols., 1990), causa a 

vasodilatação, aumento do extravasamento plasmático e de secreção de muco. 
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1.4 Estratégias terapêuticas na asma   

A asma é uma doença complexa que envolve muitas células inflamatórias, mediadores 

químicos e células estruturais das vias aéreas, e devido às diferenças de susceptibilidade 

genética e fatores ambientais diversos fenótipos são manifestados nos indivíduos asmáticos. 

Sendo assim, tratamentos que visem bloquear apenas uma célula ou um mediador são muitas 

vezes ineficientes. 

Atualmente, a terapia para a asma tem dois objetivos principais: a prevenção e reversão 

da inflamação e o relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas (Barnes, 2004). A terapia 

convencional baseia-se na utilização de glicocorticóides associados ao uso de 

broncodilatadores agonistas dos receptores β2-adrenérgicos. Alguns fármacos relevantes para 

o tratamento da asma serão descritos a seguir. 

1.4.1 Antiinflamatórios 

1.4.1.1 Glicocorticóides 

 Os glicocorticóides inalados são os antiinflamatórios mais eficientes para o tratamento 

da asma branda ou moderada (Barnes e cols., 1998).   

 Os glicocorticóides, após penetrarem nas células por difusão, ligam-se a receptores no 

citoplasma denominados GR (receptor de glicocorticóide). Após a interação com o 

glicorticóide, o receptor é ativado, sofrendo uma modificação conformacional, expondo um 

domínio ligante de DNA. Os complexos esteróide-receptor formam dímeros que migram para 

o núcleo e ligam-se em determinadas regiões do DNA suprimindo a expressão de proteínas 

pró-inflamatórias ou ligando-se a regiões que aumentam a expressão de proteínas 

antiinflamatórias (Belvisi, 2004). A repressão é obtida através da inibição de diversos fatores 

de transcrição como o AP-1 e NF-κB (Tak and Firestein, 2001). 

Existem duas isoformas dos receptores de glicocorticóides, resultantes de splicing 

alternativo do RNA mensageiro, o GRα e o GRβ (Chikanza e cols., 2003). Αmbos são 

encontrados em praticamente todos os tecidos, no entanto, apenas o GRα é capaz de ligar aos 

glicocorticóides. O receptor GRβ pode agir como um inibidor do Grα, impedindo a ligação 

deste receptor no DNA (de Castro e cols., 1996). 

A utilização dos glicocorticóides em pacientes asmáticos promove uma diminuição da 

ação das células T CD4 e uma redução da proliferação dessas células, ocasionada 

principalmente, devido a inibição da transcrição dos genes da IL-2 (citocina que estimula 

ativação e proliferação de linfócitos T) e de seu receptor (Belvisi, 2004). A produção de 

prostanóides é reduzida nos asmáticos tratados com glicocorticóides, devido a inibição da 
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expressão de ciclooxigenase-2 promovida pelo fármaco (Belvisi, 2004). A diminuição da 

expressão de citocinas Th2 e de quimiocinas envolvidas na patogênese da asma leva a uma 

redução no recrutamento, maturação e ativação de eosinófilos e mastócitos (Belvisi, 2004). 

Os principais fármacos inalados utilizados para o tratamento de indivíduos asmáticos 

são o dipropionato de beclometasona, a budesonida e o propionato de fluticasona. 

 Na asma grave o uso de glicocorticóides inalados muitas vezes tem que ser associado 

ao glicocorticóide oral para reduzir a constância e a gravidade das crises. Os glicocorticóides 

orais acarretam um grande número de efeitos colaterais, que muitas vezes limitam o uso do 

fármaco a longo prazo. Além disso, mesmo glicocorticóides inalados podem ser absorvidos 

para a circulação sistêmica através dos pulmões ou da ingestão parcial do fármaco, 

acarretando também em efeitos colaterais sistêmicos (Irwin and Richardson, 2006). 

 Os efeitos indesejáveis dos glicocorticóides são freqüentemente observados com o uso 

de grandes doses ou com administração prolongada. Estes efeitos incluem: a supressão da 

imunidade, reduzindo respostas a infecções microbianas; a insuficiência supra-renal aguda e 

deficiências no metabolismo, tendo como conseqüência a osteoporose (Chikanza e cols., 

2003).  Em crianças, os efeitos metabólicos podem resultar em inibição do crescimento 

(Chikanza e cols., 2003). Outros efeitos tóxicos incluem glaucoma, elevação da pressão 

intracraniana, hipercoagulabilidade do sangue, febre, distúrbios no ciclo menstrual e 

incidência aumentada de cataratas (Chikanza e cols., 2003). 

 Além dos efeitos colaterais acarretados devido ao tratamento a longo prazo, é 

importante ressaltar que alguns pacientes asmáticos não respondem ao tratamento com 

glicocorticóides sistêmicos e inalados, independente da dose e do período de tratamento (Sher 

e cols., 1994). Diversos mecanismos que levam a resistência aos glicocorticóides foram 

descritos (Chikanza e cols., 2003). O neuropeptídeo pró-inflamatório prolactina, por exemplo, 

pode agir como um antagonista endógeno dos glicocorticóides. A prolactina age aumentando 

a expressão e a ativação do fator de transcrição STAT5, o qual pode se ligar ao receptor GRα 

impedindo sua ligação ao glicocorticóide, reduzindo assim a atividade deste hormônio 

(Chikanza e cols., 2003).  

O microambiente de citocinas também pode induzir a resistência aos glicocorticóides. 

A citocina MIF (macrophage migration inhibitory factor) contrapõe os efeitos 

antiinflamatórios e imunossupressores dos glicocorticóides endógenos ou exógenos (Flaster e 

cols., 2007). O acréscimo das citocinas IL-2 e IL-4 in vitro, reduz a inibição da proliferação 

induzida por dexametasona. Este efeito pode ser mediado por alterações no splicing do RNA 
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mensageiro de GRα e na afinidade deste receptor pelos glicocorticóides, como observado em 

pacientes asmáticos (Kam e cols., 1993). Além disso, estudos com pacientes asmáticos 

resistentes aos glicocorticóides demonstraram que estes indivíduos exibem uma super-

expressão dos receptores GRβ em células mononucleares, quando comparados aos asmáticos 

sensíveis ao tratamento com glicocorticóide (Chikanza e cols., 2003). 

 Portanto, indivíduos asmáticos resistentes aos glicocorticóides e asmáticos graves, que 

precisam fazer uso a longo prazo desse fármaco necessitam de terapias antiinflamatórias 

alternativas. 

1.4.1.2 Estabilizadores de mastócitos 

 A princípio achava-se que o efeito antiinflamatório do cromoglicato de sódio era 

devido unicamente a sua ação direta sobre mastócitos, impedindo a liberação de histamina. 

No entanto observou-se que inibidores da liberação de histamina mais potentes do que o 

cromoglicato de sódio não produziam efeitos antiasmáticos nos seres humanos (Barnes, 

2004). Apesar do cromoglicato de sódio e a substância relacionada, nedocromil sódico, 

apresentarem ações inibitórias das disfunções características da asma, seu mecanismo de ação 

ainda não está totalmente esclarecido.  

O tratamento com cromoglicato de sódio reduz tanto a inflamação das vias aéreas 

quanto mecanismos neurogênicos associados à hiperreatividade das vias aéreas na asma, 

provavelmente devido a depressão dos reflexos neuronais (Storms and Kaliner, 2005). Além 

disso, foi observado que, em pacientes asmáticos, o tratamento com cromoglicato de sódio 

reduziu a bronconconstrição induzida pelo desafio com carbacol (Storms and Kaliner, 2005). 

 Os efeitos colaterais do cromoglicato de sódio são reduzidos sendo restritos aos efeitos 

de irritação das vias aéreas superiores. Contudo, sua eficiência é considerada menor do que 

baixas doses dos glicocorticóides inalados, provavelmente devido a curta duração da ação 

deste fármaco (Barnes, 2004). Além disso, devido a sua curta ação, as cromonas inaladas 

devem ser administradas quatro vezes ao dia, um regime inconveniente para a profilaxia a 

longo prazo da asma (Barnes, 1997). 

1.4.2 Broncodilatadores 

1.4.2.1 Agonistas dos receptores ββββ2-adrenérgicos 

 O alvo dos agonistas dos receptores β2-adrenérgicos é principalmente a célula da 

musculatura lisa das vias aéreas, a qual em humanos expressa β2-receptores desde a traquéia 

até os bronquíolos terminais (Hamid e cols., 1991). Os β2-agonistas são antagonistas 
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fisiológicos, que têm como principal ação a broncodilatação, sendo assim, podem prevenir e 

reverter os efeitos das substâncias broncoconstritoras, incluindo LTD4, acetilcolina, 

bradicinina, prostaglandinas, histamina e endotelinas (Barnes, 1997).  

 Os β2-agonistas inibem a neurotransmissão colinérgica nas vias aéreas humanas, o que 

pode resultar na redução da broncoconstrição, induzida por esta via (Barnes, 1997).   

 Estes broncodilatadores são os mais utilizados para o tratamento da asma, sendo que 

os β2-agonistas de curta duração, como o albuterol e a terbutalina, provém o alívio dos 

sintomas rapidamente (Barnes, 1997). Os β2-agonistas de longa duração foram desenvolvidos 

para reduzir o número de administrações necessárias para manter o asmático estável.  

 Relatos na literatura demonstram que é possível a manutenção da patologia da asma 

somente com a utilização dos β2-agonistas devido ao alívio imediato dos sintomas, porém é 

controverso o papel desse fármaco como antiinflamatório. O efeito da utilização de β2-

agonistas como única terapia resultou numa redução da função pulmonar e no agravamento da 

inflamação (Nelson, 2006). Como resultado da falta de atividade antiinflamatória deste 

medicamento, o guia para diagnóstico e manutenção da asma do US National Heart, Lung, 

and Blood Institutes (NHLBI)  colocou em 1997 que os β2-agonistas inalados de longa 

duração devem ser usados somente associados ao medicamento antiinflamatório (Nelson, 

2006). 

 A utilização dos β2-agonistas combinado com os glicocorticóides inalados parece ser a 

melhor estratégia terapêutica até hoje, inclusive os efeitos de ambos os medicamentos são 

melhorados quando administrados em conjunto (Barnes, 1997, Nelson, 2006). Análises in 

vitro demonstraram que a ativação do receptor β2-adrenérgico por β2-agonistas de longa 

duração ativam o receptor de glicocorticóides (GR), promovendo a translocação mais rápida 

do receptor para o núcleo, o que foi associado ao aumento do efeito antiinflamatório (Usmani 

e cols., 2005). Além disso, experimentos em modelos animais demonstraram que o pré-

tratamento com glicocorticóide protege contra a redução da produção de receptores β2-

adrenérgicos produzida pela longa exposição aos β2-agonistas (Mak e cols., 1995). 

 Embora os agonistas dos receptores β2-adrenérgicos sejam a terapia de escolha para 

controlar a broncoconstrição na asma, eles também promovem efeitos adversos em alguns 

pacientes. Os efeitos colaterais são pequenos nos pacientes que utilizam baixas doses de β2-

agonistas inalados. Contudo, pacientes com asma grave, que precisam de altas doses de β2-

agonista inalado ou oral, podem sofrer alguns efeitos indesejáveis do medicamento como 

tremores musculares, taquicardias, palpitações e inquietações (Barnes, 1997).  
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1.4.2.2 Teofilina 

 A teofilina vem sendo utilizada a mais de 75 anos no tratamento da asma e de doenças 

pulmonares obstrutivas crônicas (COPD). Os efeitos clínicos eram atribuídos totalmente a 

broncodilatação provocada por esse fármaco.  

 O mecanismo de ação pelo qual a teofilina induz a broncodilatação é, 

predominantemente, a inibição não-seletiva de fosfodiesterases (PDE), com conseqüente 

aumento de cAMP (Boswell-Smith e cols., 2006). No entanto em pequenas concentrações, o 

tratamento com teofilina também possui ações antiinflamatórias e imunomoduladoras, as 

quais podem contribuir para a eficácia desse medicamento no tratamento de pacientes com 

asma (Sullivan e cols., 1994).  

 A maior vantagem da teofilina é que sua administração pode ser feita pela via oral, e 

apesar do broncodilatador convencional na terapia da asma atualmente ser o β2-agonista, a 

teofilina ainda é administrada em pacientes com asma grave que são resistentes ao tratamento 

com glicocorticóides (Boswell-Smith e cols., 2006). Uma grande razão para a queda da 

popularidade do uso da teofilina é a freqüência de efeitos colaterais, como náuseas, anorexia e 

vômitos. A freqüência aumentada de efeitos adversos pode ser originada devido à estreita 

janela terapêutica da teofilina (Barnes, 1997). Um outro problema deste fármaco é que ele é 

metabolizado no fígado, pelo sistema do citocromo P450 e, conseqüentemente, é implicado 

em interações com diversas drogas comumente prescritas. Essas interações podem implicar no 

aumento ou na diminuição da concentração plasmática da teofilina (Boswell-Smith e cols., 

2006). 

1.4.2.3 Antagonistas do receptor de cisteinil leucotrienos 

 O receptor CysLT1 medeia a contração das células musculares lisas das vias aéreas, 

extravasamento plasmático e secreção de muco (Scow e cols., 2007). Os antagonistas do 

receptor CysLT1, montelukast, pranlukast e zafirlukast, bem como o inibidor da síntese de 

leucotrienos, zileuton são medicamentos eficazes contra a broncoconstrição (Fernandes and 

Goldie, 2003). Na asma alérgica, os antagonistas do receptor CysLT1 foram capazes de 

atenuar a hiperresponsividade ao desafio alergênico (Fernandes and Goldie, 2003). Estes 

antagonistas também foram eficazes na inibição do broncoespasmo (Fernandes and Goldie, 

2003). A adição dos anti-LTs à terapia com glicocorticóides inalados promove uma melhora 

dos sintomas dos pacientes asmáticos e reduz a dose de glicocorticóide necessária para a 

manutenção diária da doença (Fernandes and Goldie, 2003).  
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 Os anti-LTs comerciais estão disponíveis em comprimido facilitando a medicação dos 

asmáticos. Apesar do anti-LTs terem sido um sucesso clínico na asma, eles ainda são 

considerados menos eficientes e mais caros do que as terapias convencionais (Barnes, 2004).    

1.5 Outras estratégias terapêuticas 

1.5.1 Lidocaína como uma alternativa para o tratamento da asma 

A lidocaína é um anestésico local, cuja principal ação é o bloqueio dos canais de sódio 

voltagem-dependente, causando uma inibição reversível da transmissão nervosa e um 

bloqueio da função neuronal em uma área circunscrita do corpo (Chernoff and Strichartz, 

1990, Hollmann and Durieux, 2000). Além de sua disseminada utilização como anestésico 

local, a lidocaína também é usada clinicamente como um agente antiarrítmico, já que possui 

atividade no sistema cardiovascular, resultando principalmente na depressão miocárdica e 

vasodilatação (Benz and Kohlhardt, 1991). Não obstante, os anéstesicos locais do tipo amida, 

como a lidocaína e a bupivacaína, são capazes de inibir a corrente de cálcio, o que pode estar 

relacionado aos seus efeitos antiarrítmicos (Benz and Kohlhardt, 1991, Coyle and Sperelakis, 

1987). 

Os efeitos antiinflamatórios da lidocaína estão associados com a inibição da função de 

células inflamatórias como neutrófilos, eosinófilos, macrófagos e linfócitos Th2. Este fármaco 

pode agir destruindo a integridade funcional das estruturas do citoesqueleto, interferindo em 

processos celulares dependentes de Ca2+, e podem interagir com lipídios membranares 

afetando a proliferação, ativação e a migração de células polimorfonucleares (Hollmann and 

Durieux, 2000). De especial interesse para o estudo da asma, foi a descoberta de que a 

lidocaína usada nas broncoscopias era um fator inibitório da sobrevida e da ativação dos 

eosinófilos provindos de pacientes asmáticos (Ohnishi e cols., 1996). Mesmo na presença de 

citocinas Th2 estimulantes da sobrevida e da ativação dos eosinófilos, a lidocaína foi capaz de 

induzir a apoptose celular, efeito este que não pode ser vinculado ao bloqueio dos canais de 

Na+ (Ohnishi e cols., 1996, Okada e cols., 1998). A lidocaína in vitro também foi capaz de 

bloquear a liberação de histamina de mastócitos e basófilos estimulados (Yanagi e cols., 

1996). Além disso, Tanaka e cols. (2002) demonstraram que o tratamento com lidocaína in 

vitro poderia reduzir a proliferação e ativação de linfócitos Th2 humanos, provindos de 

indivíduos asmáticos (Tanaka e cols., 2002). 

A descoberta da inibição da sobrevida dos eosinófilos acarretou uma série de testes 

clínicos com pacientes asmáticos e/ou indivíduos com disfunções pulmonares que 

apresentavam hiperreatividade brônquica e faziam uso crônico de glicocorticóides (Decco e 

cols., 1999, Groeben e cols., 1999, Groeben e cols., 2000, Hunt e cols., 1996, Rosario e cols., 
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2000). Nestes ensaios observou-se que a lidocaína era um potente antiinflamatório para o 

tratamento da asma, promovendo melhora das funções pulmonares e reduzindo a utilização 

dos glicocorticóides orais e inalados (Decco e cols., 1999, Hunt e cols., 1996, Rosario e cols., 

2000). 

A ação inibitória das funções das células inflamatórias aumenta a possibilidade 

promissora da aplicação da lidocaína no tratamento de doenças inflamatórias como a asma. 

No entanto, os mecanismos de ação pelo qual a lidocaína modula as funções das células 

inflamatórias permanecem pouco elucidadas (Hollmann and Durieux, 2000, Siqueira e cols., 

2005). 

Os anestésicos locais, como a lidocaína, são muito utilizados em procedimentos nas 

vias aéreas como a broncoscopia de pacientes com asma ou indivíduos que possuem 

hiperreatividade brônquica (Miller and Awe, 1975). Estas instrumentações podem promover 

broncoespasmos graves, causando risco de vida a estes pacientes (Groeben e cols., 2000). 

Algumas evidências na literatura demonstravam que a lidocaína administrada nas vias aéreas 

de pacientes asmáticos, reduzia o fluxo das vias aéreas e aumentava a resistência, sendo então 

um fator irritante de risco para esses indivíduos (Fish and Peterman, 1979, Miller and Awe, 

1975, Weiss and Patwardhan, 1977). No entanto, foi relatado posteriormente que essa 

broncoconstrição era um efeito inicial, sendo minutos mais tarde observado um efeito protetor 

da broncoconstrição induzida pela histamina (Bulut e cols., 1996, Groeben e cols., 1999). O 

efeito protetor da broncoconstrição induzida por histamina foi tal qual o efeito do 

broncodilatador β2-agonista, salbutamol, sendo que os dois fármacos administrados em 

conjunto agiram em sinergia aumentando a broncodilatação (Groeben e cols., 2000). Os 

principais efeitos que podem explicar essa ação protetora da lidocaína são a supressão do 

reflexo neuronal e o relaxamento direto das fibras musculares lisas das vias aéreas (Bulut e 

cols., 1996, Groeben e cols., 1999, Groeben e cols., 2000). Groeben e Peters (2007) 

verificaram que o tratamento com lidocaína não prevenia a broncoconstrição induzida por 

metacolina, na concentração utilizada em seu ensaio. Sabendo que a metacolina promove a 

broncoconstrição através do estímulo direto das células musculares lisas das vias aéreas, 

Groeben e Peters (2007) propuseram que a atenuação da broncoconstrição induzida por 

histamina e por irritação mecânica conseqüentes da inalação de lidocaína, fossem efeitos 

diretos deste fármaco nas estruturas neuronais, atenuando os reflexos. 

Os efeitos adversos do tratamento de pacientes asmáticos com lidocaína estão 

relacionadas ao seu efeito anestésico, sendo os mais comuns a irritação de vias aéreas, a perda 

de sensibilidade temporária da orofaringe e o gosto amargo (Decco e cols., 1999, Groeben e 
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cols., 1999, Groeben e cols., 2000, Hunt e cols., 2004, Hunt e cols., 1996). Entretanto, a alta 

dosagem de anestésicos locais pode acarretar em efeitos neurotóxicos levando pacientes a 

convulsões, seguido de coma e depressão respiratória (McCaughey, 1992). Os efeitos sobre o 

sistema nervoso central geralmente ocorrem quando a lidocaína é administrada 

sistemicamente e está associada com o bloqueio seletivo das sinapses inibitórias de neurônios 

corticais (Tanaka and Yamasaki, 1966). Além disso, pode ocorrer a toxicidade cardiovascular, 

reduzindo a contratilidade e a condução do estímulo (McCaughey, 1992).  

1.5.2 JMF2-1 

 Em 2001, Groeben e cols. demonstraram que o efeito anestésico das vias aéreas, 

produzido pela lidocaína, não explicava a atenuação do broncoespasmo induzido pela 

histamina. Sendo assim, a ação espasmolítica da lidocaína não estava associada a sua 

atividade anestésica (Groeben e cols., 2001).  

  Com a finalidade de aprofundar o conhecimento do mecanismo de ação dos 

anestésicos locais na asma, da Costa e cols. (2007) sintetizaram um análogo estrutural da 

lidocaína, que foi chamado de JMF2-1. Este análogo, que possui uma atividade anestésica 

extremamente reduzida quando comparada a atividade da lidocaína, foi testado quanto a suas 

atividades antiinflamatórias e seu efeito espasmolítico (da Costa e cols., 2007). O composto 

JMF2-1 foi mais eficiente do que a lidocaína em inibir a liberação de histamina induzida por 

alérgeno e a contração traqueal induzida por antígeno (da Costa e cols., 2007), mesmo 

possuindo atividade anestésica local significativamente reduzida. O bloqueio da contração 

traqueal produzido pela lidocaína e pelo JMF2-1 pode estar associado ao bloqueio dos canais 

de cálcio (da Costa e cols., 2007).  

Ratos sensibilizados e desafiados foram tratados com lidocaína ou JMF2-1 

nebulizados, e ambos os compostos foram capazes de reduzir o broncoespasmo induzido por 

metacolina nestes animais (da Costa e cols., 2007). Além disso, da Costa e cols. (2007) 

demonstraram que o tratamento com JMF2-1 aerossol também produz efeitos inibitórios no 

infiltrado inflamatório, sendo observados números reduzidos de eosinófilos e neutrófilos em 

pulmões de ratos tratados.  

 Tendo em vista os efeitos colaterais promovidos pelas estratégias terapêuticas 

convencionais como os β2-agonistas e os glicocorticóides, a busca por terapias alternativas 

ainda é necessária. O uso de lidocaína na asma também demonstrou uma série de limitações, 

já que este fármaco produz uma broncoconstrição inicial em pacientes asmáticos e possui 

efeitos neurotóxicos associados com o bloqueio dos canais de Na+. Sendo assim, o análogo da 

lidocaína JMF2-1, sintetizado para ter atividade anestésica local reduzida, pode trazer 
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benefícios clínicos no tratamento da asma, em relação aos anestésicos locais. Apesar dos 

efeitos antiasmáticos benéficos produzidos pelo JMF2-1, é de extrema importância o estudo 

do mecanismo através do qual este composto inibe a resposta inflamatória e outros sinais 

cruciais associados à patogenia da asma. 
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2. Objetivos  

 

O objetivo principal deste trabalho foi investigar o mecanismo de ação antiinflamatório e 

antialérgico do composto JMF2-1, análogo estrutural de lidocaína, visando o melhoramento 

seletivo de efeitos antiinflamatórios e espasmolíticos, com atenuação da propriedade 

anestésica local. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

� Avaliar o efeito do tratamento com JMF2-1 aerossolizado na inflamação pulmonar e 

hiperreatividade de vias aéreas de camundongos provocados antigenicamente, 

comparado aos tratamentos com lidocaína nebulizada e dexametasona sistêmica 

(i.p.); 

 

� Caracterizar o efeito do tratamento com JMF2-1 aerossolizado no infiltrado 

inflamatório pulmonar de células T CD3+, em camudongos provocados 

antigenicamente, comparado aos tratamentos com lidocaína nebulizada e 

dexametasona sistêmica (i.p.); 

 

� Investigar o efeito de JMF2-1, lidocaína e dexametasona na produção de citocinas 

nos pulmões de camundongos provocados antigenicamente in vivo; 

 

� Avaliar o efeito de JMF2-1, lidocaína e dexametasona na sobrevida, proliferação e 

produção de citocinas por linfócitos estimulados antigenicamente in vitro. 
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3. Metodologia  

3.1 Animais 

Foram utilizados camundongos BALB/c de 8 semanas, acondicionados em grupos de 

seis animais por caixa, no biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacodinâmica com 

temperatura e umidade controladas (21±2ºC, 50±10%, respectivamente), submetidos aos 

ciclos invertidos claro/escuro de 12 horas. Os animais foram fornecidos pelo CECAL-

FIOCRUZ, sendo que todos os procedimentos foram anteriormente aprovados pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais de Laboratório da Fundação Oswaldo Cruz (Licença 0085/2001). 

Os camundongos DO11.10 (TCR Tg OVA) foram fornecidos pelo Dr. João Viola da Divisão 

de Biologia Molecular do Instituto Nacional do Câncer (INCA). 

3.2 Protocolo de sensibilização e desafio antigênico  

A sensibilização ativa foi realizada através da injeção subcutânea dorsal de uma 

suspensão contendo salina e ovoalbumina (50 µg), emulsificada em 5 mg de gel de hidróxido 

de alumínio, num volume final de 200 µl. Após 14 dias, os animais receberam um reforço 

antigênico (Booster) intraperitoneal com a mesma solução usada na sensibilização. Os 

camundongos foram submetidos ao desafio antigênico aerossol nos dias 19-21 pós-

sensibilização. A nebulização com ovalbumina 2% ocorreu durante 30 minutos. As soluções 

de ovoalbumina foram preparadas utilizando-se salina estéril (NaCl 0,9%), imediatamente 

antes do uso. O grupo controle foi representado por animais ativamente sensibilizados e 

desafiados com salina estéril. 

3.3 Tratamento com lidocaína, JMF2-1 e dexametasona 

A lidocaína e o análogo JMF2-1 foram diluídos em salina estéril e nebulizados por 30 

minutos. Os tratamentos foram feitos duas vezes ao dia, uma vez concomitante ao desafio 

(nos dias 19-21) e outra vez oito horas após cada desafio. 

 A dexametasona intraperitoneal foi diluída em salina estéril e administrada uma vez ao 

dia uma hora antes do desafio. 

3.4 Medida de hiperreatividade brônquica 

A avaliação da hiperreatividade brônquica foi realizada utilizando-se um método não 

invasivo de monitoramento da função pulmonar, a pletismografia barométrica de corpo inteiro 

(Buxco, Troy, NY) (Hamelmann e cols., 1997). Os animais foram colocados individual e 

isoladamente em uma câmara, 24 horas após cada desafio, e aerossolizados por 2,5 minutos 

com PBS e os valores foram registrados em Penh (índice de obstrução das vias aéreas). 
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Aerossolizações com metacolina (6; 12 e 25 mg/ml) foram realizadas, logo em seguida, nas 

mesmas condições, e os valores de Penh também foram registrados. Os cálculos de Penh são 

realizados como demonstrado a seguir: 

 
Penh (Enhanced Pause)= PEP  x Pause 
              PIP 
Sendo Pause= Te-Tr 
          Tr 

 

3.5 Células inflamatórias no pulmão 

Os camundongos BALB/c foram eutanasiados (pentobarbital sódico, 500 mg/kg, i.p.) 

24 horas após o último desafio antigênico, o pulmão foi perfundido com 20 ml de salina 

através do coração. O pulmão direito foi retirado, pesado e digerido com 1 ml de colagenase 

0,2 %, diluído em RPMI. Para isso o pulmão foi incubado duas vezes por 20 minutos em 37 

°C. O homogenato foi centrifugado (1500 rpm por 5 min) e o pellet de células resuspendido 

com RPMI acrescido de soro bovino fetal (SBF) 10 %. O tecido foi homogenizado e filtrado 

por uma membrana de nylon com poros de 40 µm para barrar tecidos não digeridos. 

Leucócitos totais foram contados na câmara de neubauer por microscopia ótica após a 

diluição na solução de Türk (ácido acético 0,2 %) e expressos em miligrama de pulmão. 

Eosinófilos, neutrófilos e células mononucleares foram diferenciadas através da análise 

morfológica padrão de preparações de citocentrifugados corados com May-Grünwald-

Giemsa. 

3.6 Lavado broncoalveolar 

 Os camundongos BALB/c foram canulados e seus pulmões foram lavados com um 

volume de 1 ml de soro fisiológico.  As células retiradas do lavado broncoalveolar foram 

contadas na câmara de Neubauer segundo as descrições acima. 250 µl das amostras foram 

utilizados para cito-centrifugação (350 RPM). Eosinófilos, neutrófilos e células 

mononucleares foram diferenciados através da análise morfológica padrão de preparações de 

citocentrifugados corados com May-Grünwald-Giemsa. 

 A caracterização fenotípica das células do lavado broncoalveolar foi realizada através 

da marcação com anticorpos monoclonais contra moléculas de superfície específicas para 

cada subtipo de linfócito, com posterior análise por citometria de fluxo (Papiris e cols., 2005). 

Os camundongos BALB/c foram canulados e seus pulmões foram lavados com um volume de 

1 ml de soro fisiológico, com três lavagens sequenciais. As células recolhidas do lavado 

broncoalveolar dos dez animais do grupo salina foram analisadas em um único pool. Nos 
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grupos de animais desafiados com OVA e nos desafiados e tratados com dexametasona 

sistêmica (1 mg/kg), JMF2-1 ou lidocaína aerossol (2 %) foram analisados cinco pools de 

células de cada dois camundongos. As células (106) de cada grupo foram plaqueadas e 

permaneceram incubadas com soro normal de camundongo, a fim de bloquear possíveis 

ligações inespecíficas. Após o bloqueio, as células foram marcadas com anticorpos 

monoclonais específicos para os receptores de membrana CD3 (FITC), CD4 (PE) e CD8 (CY) 

diluídos 1:100 (Pharmingen) durante 30 minutos. Após a marcação, as células foram lavadas 

com 100 µl de PBS 1 % e centrifugadas (1500 RPM por 10 minutos) para descartar o 

sobrenadante de PBS com o excesso de anticorpos que não se ligaram. Estas células foram 

então fixadas com paraformaldeído 1 % e levadas ao citômetro de fluxo FACS Calibur, onde 

foram analisadas quanto ao seu tamanho, granulosidade e fluorescência (Papiris e cols., 

2005). O percentual de células positivas para cada sub-população linfocitária foi analisado no 

programa WinMDI 2.9. Para análise do número de células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ 

encontradas no lavado broncoalveolar dos grupos experimentais a avaliação foi feita na região 

(gate) de células com tamanho e granulosidade correspondente aos linfócitos. A partir desta 

região os linfócitos T (CD3+) foram avaliados em um Dotplot, divindo-se dentro da população 

CD3+ as células que não eram nem CD4+, nem CD8+, as células somente CD4+ ou somente 

CD8+ e as células duplo positivas. O programa WinMDI 2.9 forneceu o percentual de células 

CD3+CD4+ e CD3+CD8+ sendo o valor de 100 % correspondente ao número de células 

adquiridas pelo citômetro (10.000 células). Sendo assim, relacionamos esse total com o 

número de leucócitos contados na câmara de neubauer em cada pool, chegando ao valor final 

do número de células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ encontrados no lavado. 

3.7 Quantificação de citocina de explante pulmonar 

Pulmões dos camundongos BALB/c foram removidos 24 horas após o ultimo desafio e 

perfundidos com 20 ml de salina através do coração. O pulmão direito foi cortado em 16 

pedaços e cada 4 pedaços foram colocados em um poço, numa placa de 24 poços. Esses 

pulmões ficaram em cultura por 24 horas a 37 °C e 5 % de CO2 no meio DMEM (Sigma), 

sem adição de soro e com adição de penicilina. Os sobrenadantes dos pulmões, somente na 

presença de meio ou estimulados com 0,5 mg/ml de OVA (Sigma), foram coletados e 

armazenados a – 20 °C até o uso. A produção espontânea de citocinas foi avaliada 

adicionando-se somente PBS 1 % estéril. A OVA foi adicionada em alguns poços para induzir 

a produção de citocina através de uma provocação antigênica in vitro.   

A produção das citocinas IL-4, IL-13 (BioSource), IFN-γ e IL-5 (R&D) foi detectada 

com a técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). O anticorpo capturador (100 
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µl por poço) foi usado para recobrir a placa, a qual permaneceu incubada em temperatura 

ambiente por 18 horas. A placa foi lavada e bloqueada para ligações inespecíficas com PBS – 

BSA 1 % (250 µl por poço), o qual permaneceu em contato com o anticorpo capturador 

durante 1 hora. Após esta incubação ocorreu outra lavagem, seguida das amostras e dos 

padrões com diluição seriada nas concentrações indicadas nos kits. Essa incubação 

permaneceu durante 18 horas na temperatura de 4° C. A placa foi então lavada para adição do 

anticorpo de detecção conjugado com streptavidina –HRP, permanecendo incubado por 1 

hora. Após esse tempo, a placa foi lavada novamente e adicionou-se a enzima (1 hora). O 

substrato (K-Blue) foi adicionado e a reação foi interrompida com H2SO4 nas concentrações 

indicadas nos kits. Os resultados obtidos foram expressos por mg de tecido pulmonar, sendo 

que os explantes foram pesados após a retirada do sobrenadante.  

3.8 Proliferação e produção de citocinas in vitro  

Os linfonodos cervicais, axilares e inguinais foram retirados dos camundongos TCR 

Tg OVA (DO11.10) e foram macerados em DMEM com soro bovino fetal (SBF) 10%. As 

células (5 x 104) foram plaqueadas e os estímulos foram adicionados concomitantes aos 

tratamentos. Como estímulo antigênico, foi utilizado a ovoalbumina 0,5 mg/ml em cada poço 

e três concentrações diferentes de dexametasona (5, 50 e 500 µg/ml), lidocaína e JMF2-1 

(100, 300 e 600 µM) foram analisadas. Nas células não estimuladas foi adicionado PBS 1 %, 

sendo este o veículo usado para diluir os compostos JMF2-1, lidocaína e dexametasona. Após 

72 horas na estufa à 370C - 5% CO2 a placa foi retirada e 1 µCi de timidina tritiada 

(Amersham Corp, Arlington Heights, Ill) foi adicionado por poço, permanecendo durante 8 

horas. Após o pulso, a placa foi retirada da estufa e congelada. Para realizar a leitura da 

proliferação, as células foram recolhidas no Cell Harvester para um papel onde o DNA da 

célula permanece. Este papel permaneceu secando durante 24 horas e então recebeu 2 ml do 

líquido de cintilação. Estes tubos contendo o papel com o DNA das células e o líquido de 

cintilação foram analisados no cintilador (Beckmand LS 6500). 

O sobrenadante destas células foi recolhido 72 horas após a estimulação para análise 

de secreção de citocinas, como descrito anteriormente.  Os resultados obtidos foram expressos 

em quantidade de citocina (pg) por volume de sobrenadante recolhido.  

3.9 Ciclo celular e Apoptose 

As células obtidas dos linfonodos dos camundongos TCR Tg OVA (D011.10) 

estimuladas com ovoalbumina 0,5 mg/ml e tratadas com dexametasona, lidocaína e JMF2-1 

foram recolhidas 72 horas após o estímulo e o tratamento. Estas células foram 
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permeabilizadas e marcadas com iodeto de propídeo de acordo com as instruções do kit e 

analisadas no citômetro de fluxo (FACS Calibur). O iodeto de propídeo intercala o DNA, 

permitindo uma análise das fases do ciclo celular e da degradação deste, resultado 

característico da apoptose.  

Para avaliar a apoptose inicial, estas células foram marcadas com Anexina V e iodeto 

de propídeo (PI) (Biosource), nos tempos de 3, 6, 24 e 48 horas após o estímulo e tratamento, 

e em seguida analisadas no citômetro de fluxo (FACS Calibur).  

3.10 Análise estatística 

Os dados foram expressos em média ± erro padrão da média. As análises estatísticas 

envolvendo todos os grupos foram realizadas com o teste Newman-Keuls-Student. Os valores 

de P de 0,05 ou menores foram considerados significantes (teste bicaudal). 
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4. Resultados  

 

4.1 Efeito do tratamento com o composto JMF2-1, lidocaína ou dexametasona na 

hiperreatividade das vias aéreas 

 

A hiperreatividade é uma das principais características que definem a asma (Cohn e 

cols., 2004), sendo assim, investigamos no modelo experimental murino (Figura 4.1) a 

resposta ao desafio antigênico com ovoalbumina e o efeito dos tratamentos com 

dexametasona, lidocaína e JMF2-1 sobre a hiperresponsividade gerada.  

 Antes de promover a broncoconstrição com metacolina as vias aéreas dos animais dos 

diferentes grupos experimentais foram avaliadas e não foi observada obstrução destas vias no 

tempo analisado, de 24 horas após o último desafio antigênico (Figura 4.2). O desafio com 

aerossol de ovoalbumina (OVA) levou a um quadro de hiperreatividade das vias aéreas, em 

camundongos previamente sensibilizados (Figura 4.2 ) após o estímulo broncoconstritor da 

metacolina. A hiperreatividade dos animais desafiados com OVA foi observada em resposta à 

provocação com metacolina aerossolizada nas concentrações de 6, 12 e 25 mg/ml (Figura 

4.2). Observamos, na mesma figura, que os tratamentos com o composto JMF2-1 (0,5 – 2 %), 

lidocaína (2 %) ou dexametasona (1 mg/kg i.p.) não alteraram os valores basais de Penh, os 

quais são utilizados neste bioensaio como um índice de obstrução das vias aéreas. Entretanto, 

todos estes tratamentos inibiram a hiperreatividade nas três concentrações de metacolina 

utilizadas (Figura 4.2).  
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Figura 4.1: Esquema do modelo de asma aguda em camundongos BALB/c. Os animais foram 

sensibilizados subcutaneamente no dia 0 com ovoalbumina e hidróxido de alumínio. Quatorze 

dias depois, os animais receberam um reforço da sensibilização com ovoalbumina e hidróxido 

de alumínio intraperitoneal. Nos dias 19, 20 e 21 os camundongos foram desafiados com 

ovoalbumina aerossol. Os animais controles foram desafiados com salina. Os camundongos 

tratados com lidocaína ou JMF2-1 aerossol receberam o tratamento duas vezes ao dia, nos 

dias 19 a 21, durante 30 minutos com um intervalo de oito horas. Os animais tratados com 

dexametasona receberam tratamento intraperitoneal apenas uma vez ao dia.   
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Figura 4.2: Efeito da nebulização de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %), ou lidocaína (2 %) e 

da administração intraperitoneal de dexametasona (1 mg/kg) em camundongos desafiados 

com OVA 2 %, sobre a hiperreatividade das vias aéreas, medido em Penh após aerossolização 

com metacolina (6,12 e 25 mg/ml), 24 horas após o último desafio antigênico. Os resultados 

representam média ± erro padrão (n=7). +++
P<0,001 comparado ao grupo desafiado com 

salina. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparado ao grupo desafiado com OVA. 
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4.2 Efeito do tratamento com JMF2-1, lidocaína ou dexametasona no infiltrado 

inflamatório pulmonar 

 

Fatores como a inflamação, diâmetro reduzido das vias aéreas, aumento da 

contratilidade das células musculares, dano epitelial, disfunção na regulação neuronal, 

aumento da permeabilidade microvascular e mediadores inflamatórios espasmógenos estão 

associados à hiperresponsividade (Cohn e cols., 2004). Sabendo da importância do quadro 

inflamatório na evolução da patologia da asma, avaliamos o infiltrado inflamatório pulmonar 

no modelo murino experimental e analisamos o efeito dos tratamentos nestas células. 

O animais do grupo salina apresentaram aproximadamente 5 x 104 leucócitos totais 

indicado por contagens das amostras dos tecidos digeridos (Figura 4.3). A provocação 

antigênica com ovoalbumina promoveu um maciço infiltrado leucocitário pulmonar (Figura 

4.3). Os tratamentos com dexametasona sistêmica (1 mg/kg) e JMF2-1 aerossol (0,5 – 2 %) 

reduziram o número de leucócitos totais infiltrantes nos pulmões dos camundongos, sendo 

comparado aos valores encontrados nos camundongos desafiados com salina (Figura 4.3). O 

tratamento com lidocaína não promoveu redução significativa dos leucócitos totais (Figura 

4.3). 

Grande parte dos leucócitos totais encontrados nos grupos experimentais eram células 

mononucleares, no entanto não foi observada diferença significativa entre o número de células 

mononucleares nos pulmões dos camundongos desafiados com salina e dos camundongos 

desafiados com OVA (Figura 4.3). 

O aumento do número de leucócitos totais dos animais desafiados com ovoalbumina 

foi marcado pelo aumento significativo do número de eosinófilos (Figura 4.3). Os tratamentos 

com JMF2-1 nebulizado (0,5 – 2 %), lidocaína aerossol (2 %) e dexametasona sistêmica (1 

mg/kg) foram igualmente eficazes em promover a inibição total do influxo de eosinófilos para 

os pulmões (Figura 4.3 ). A inibição do influxo de eosinófilos induzido pelo composto JMF2-

1 não foi dependente da dose na faixa de doses empregada, já que as três doses demonstraram 

o mesmo percentual de inibição. 

O infiltrado de neutrófilos no pulmão não aumentou 24 h após a aplicação do estímulo 

antigênico (Figura 4.3), sendo observado um aumento do número destas células em 

camundongos tratados com dexametasona. 

 Nossos achados demonstraram também significativo aumento de células leucocitárias 

recuperadas no lavado broncoalveolar dos animais sensibilizados e provocados 

antigenicamente, com um importante predomínio do infiltrado eosinofílico (Figura 4.4). 

Apenas o tratamento com JMF2-1 (2 %) reduziu o número de leucócitos totais no lavado 
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broncoalveolar de camundongos desafiados com antígeno (Figura 4.4). O número de 

eosinófilos encontrados nas vias aéreas dos camundongos desafiados com OVA foi 

aproximadamente 500 vezes maior do que o número de eosinófilos encontrados em 

camundongos desafiados com salina (Figura 4.4). O tratamento com o composto JMF2-1 

inibiu este fenômeno de forma dose-resposta dependente (Figura 4.4), sendo que o tratamento 

com JMF2-1 (2 %) promoveu uma redução de aproximadamente 75 % dos eosinófilos 

encontrados no BAL.  

 Dentre as células mononucleares encontradas nos pulmões de camundongos 

desafiados com OVA, os linfócitos T são de extrema importância no desenvolvimento da 

resposta asmática. Os linfócitos T CD4 diferenciados no subtipo Th2 são células centrais na 

patogênese da asma, já que produzem citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias responsáveis 

pela migração e ativação de demais células inflamatórias, como eosinófilos (Renauld, 2001).  

 Sabendo do importante papel dos linfócitos T na asma investigamos a quantidade de 

linfócitos T CD4 auxiliares e linfócitos T CD8 citotóxicos no lavado broncoalveolar de 

camundongos desafiados. Os animais que foram desafiados com ovoalbumina apresentaram 

grande número de linfócitos nas vias aéreas, quando comparados aos animais desafiados com 

salina (Figura 4.5). Apesar de observarmos aumento nas duas subpopulações de linfócitos T, 

nos animais desafiados com OVA, o número de linfócitos T CD4 encontrados foi 

aproximadamente sete vezes maior do que o número de linfócitos T CD8. Os tratamentos com 

dexametasona sistêmica (1 mg/kg), lidocaína (2 %) e JMF2-1 (2 %) nebulizados foram 

capazes de reduzir o influxo de linfócitos T CD4 e CD8 para as vias aéreas dos camundongos 

desafiados com OVA (Figura 4.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3: Efeito da nebulização de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %), ou lidocaína (2 %) e 

da administração intraperitoneal de dexametasona (1 mg/kg), em camundongos desafiados 

com OVA 2%, sobre o infiltrado de leucócitos totais, células mononucleares, eosinófilos e 

neutrófilos no tecido pulmonar digerido 24 horas após o último desafio. Os resultados 

representam média ± erro padrão (n= 6). ++
P<0,01; +++

P<0,001 comparado ao grupo desafiado 

com salina. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparado ao grupo desafiado com OVA.   
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Figura 4.4: Efeito da nebulização de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %) no acúmulo de 

leucócitos totais e eosinófilos no lavado broncoalveolar de camundongos desafiados com 

OVA 2 %, avaliado 24 horas após o último desafio. Os resultados representam média ± erro 

padrão (n= 6). ++
P<0,01; +++

P<0,001 comparado ao grupo desafiado com salina. *P<0,05; 

**P<0,01; ***P<0,001 comparado ao grupo desafiado com OVA. 
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Figura 4.5: Efeito da nebulização de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %), ou lidocaína (2 %) e 

da administração intraperitoneal de dexametasona (1 mg/kg) sobre o infiltrado linfocitário no 

lavado broncoalveolar (BAL), das vias aéreas de camundongos desafiados, 24 horas após o 

último desafio. Os resultados representam média ± erro padrão (grupo salina n= 1 pool de 10 

camundongos, demais grupos experimentais n= 5 pools de 2 camundongos cada). *P<0,05 

comparado ao grupo desafiado com OVA. 
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4.3 Efeito do tratamento com o composto JMF2-1, lidocaína ou dexametasona na 

produção de citocinas por explantes pulmonares provenientes de animais asmáticos 

 

 Os linfócitos T CD4 Th2 participam ativamente da resposta asmática, sendo que seu 

principal papel está associado ao aumento da produção de mediadores inflamatórios como as 

citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Este aumento de citocinas Th2 já foi descrito em células isoladas 

(Webb e cols., 2000) e no BAL (Tomkinson e cols., 2001), após uma estimulação antigênica. 

Uma forma de avaliar-se a produção de citocinas pelas células dos pulmões de animais 

desafiados antigenicamente é através da técnica de explantes pulmonares mantidos em cultura 

(Proust e cols., 2003). 

 Observamos na figura 4.6 que a produção espontânea de IL-4 (A), IL-5 (C) e IL-13 (E) 

apresentou-se aumentada nos camundongos desafiados durante três dias consecutivos com 

OVA 2 %, comparada com a produção destas citocinas pelos pulmões dos camundongos 

desafiados com salina. Os tratamentos com JMF2-1 (0,5 – 2 %), lidocaína (2 %) ou 

dexametasona (1 mg/kg) inibiram a produção espontânea das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, 

detectadas no sobrenadante das culturas de explante pulmonar, 24 horas após a incubação 

(Figura 4.6 A, C e E, respectivamente). Após um desafio antigênico in vitro (OVA 0,5 mg/ml) 

com duração de 24 horas, a liberação de citocinas pelos explantes pulmonares de todos os 

grupos experimentais aumentou com relação à produção espontânea observada anteriormente 

(Figura 4.6 B, D e F). Este aumento foi observado principalmente nos grupos experimentais 

dos camundongos desafiados com OVA. Somente a produção de IL-4 foi inibida por todos os 

tratamentos após este desafio antigênico in vitro (Figura 4.6 B). O tratamento in vivo com 

dexametasona não reduziu a produção de IL-5 após o desafio antigênico in vitro, no entanto 

observamos uma tendência em reduzir a liberação desta citocina (Figura 4.6 D). A liberação 

de IL-13, após o desafio antigênico in vitro, foi inibida apenas naqueles animais previamente 

tratados com dexametasona (Figura 4.6 F). 

 Não houve aumento significativo na produção espontânea da citocina IFN-γ nos 

camundongos desafiados com OVA, quando comparados aos controles desafiados com salina 

(Figura 4.6 G). Após o estímulo in vitro com OVA (0,5 mg/ml) não observamos diferenças 

entre os grupos controles de animais desafiados com salina ou com OVA (Figura 4.6 H). 
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Figura 4.6: Efeito da nebulização de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %), ou lidocaína (2 %) e 

da administração intraperitoneal de dexametasona (1 mg/kg) sobre a produção de citocinas 

liberadas pelos explantes pulmonares dos camundongos desafiados com OVA 2 %. Os 

explantes dos pulmões retirados 24 horas após o último desafio antigênico permanecem 24 

horas em cultura, sendo estimulados com salina ou com 0,5 mg/ml de OVA in vitro. Os 

resultados representam média ± erro padrão (n= 4). +
P<0,05; +++

P<0,001 comparado ao grupo 

desafiado com salina. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparado ao grupo desafiado com 

OVA.   
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4.4 Efeito do tratamento com o composto JMF2-1, lidocaína e dexametasona sobre a 

produção de citocinas por células dos linfonodos estimuladas antigenicamente in vitro 

 

 A fim de caracterizar o efeito direto do composto JMF2-1 sobre linfócitos Th2, células 

dos linfonodos dos camundongos DO11.10 (TCR Tg) foram utilizadas em cultura. Os 

camundongos DO11.10 carregam um transgene, o qual codifica um TCR específico para o 

peptídeo OVA323-339 de galinha, em mais de 97% dos seus linfócitos T periféricos (Murphy e 

cols., 1990). O desafio com OVA (0,5 mg/ml) e os tratamentos com lidocaína (100, 300 e 600 

µM), JMF2-1 (100, 300 e 600 µM) ou dexametasona (100 µM) foram realizados 

concomitantes ao desafio. As células permaneceram em cultura por 72 horas. O estímulo com 

OVA induziu a liberação das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-γ, sendo que a produção de IL-

13 e IFN-γ foi 10 vezes maior do que a produção de IL-4 e IL-5 (Figura 4.7 A, B, C e D). O 

tratamento com dexametasona (100 µM) aboliu a produção de IL-5 e IFN-γ, além de reduzir 

de forma significativa a produção de IL-4 e IL-13 (Figura 4.7 A, B, C e D). A lidocaína (600 

µM) inibiu apenas a liberação de IL-13, sendo que todas as concentrações de lidocaína 

utilizadas aboliram a produção de IFN-γ (Figura 4.7 C e D). O tratamento com JMF2-1 em 

cultura, assim como a dexametasona, provocou uma marcada redução na liberação de todas as 

citocinas avaliadas, sendo que apenas estes tratamentos inibiram a produção de IL-4 e IL-5 

(Figura 4.7 A e B). Os tratamentos com JMF2-1 (300 e 600 µM) reduziram a liberação de IL-

5 e IL-13, e a produção de IFN-γ foi totalmente inibida por todas as concentrações desse 

composto. A maior concentração do composto JMF2-1 inibiu drasticamente a produção de IL-

4.  
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Figura 4.7: Efeito do tratamento in vitro com JMF2-1 (100, 300 e 600 µM), lidocaína (100, 

300 e 600 µM) ou dexametasona (100 µM), por 72 horas, sobre a secreção de citocinas IL-4, 

IL-5, IL-13 e IFN-γ, liberadas por uma cultura de linfócitos estimulados com OVA 0,5 mg/ml. 

Os dados representam média ± erro padrão de 2 experimentos separados (n=3). +
P<0,05; 

++
P<0,01; +++

P<0,001 comparado ao grupo desafiado com salina. *P<0,05; **P<0,01; 

***P<0,001 comparado ao grupo desafiado com OVA.   
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4.5 Efeito do tratamento com o composto JMF2-1, lidocaína e dexametasona sobre a 

resposta proliferativa e sobrevida de células dos linfonodos estimuladas antigenicamente 

in vitro 

 Como mostrado na figura 4.5, o tratamento com o composto JMF2-1 reduziu o 

infiltrado linfocitário nas vias aéreas dos camundongos desafiados antigenicamente. A fim de 

elucidar qual o mecanismo pelo qual o composto JMF2-1 reduz o número de linfócitos 

observados no BAL de camundongos desafiados com OVA, utilizamos as células dos 

linfonodos dos camundongos DO11.10 (TCR Tg) avaliando sua capacidade proliferativa. 

Quando comparado às células não estimuladas, o desafio in vitro com ovoalbumina (0,5 

mg/ml) promoveu um aumento significativo da proliferação (Figura 4.8). Esta proliferação foi 

observada tanto pela aquisição e incorporação da timidina tritiada no DNA da nova célula 

formada (Figura 4.8), quanto pelo aumento da marcação do DNA com iodeto de propídeo (PI) 

nas fases S e G2, as quais representam as fases de síntese e de duplicação de DNA, 

respectivamente (Figura 4.9). Os tratamentos com dexametasona (100 µM), lidocaína (600 

µM) ou JMF2-1 (300 e 600 µM) reduziram a proliferação das células desafiadas com OVA 

(Figura 4.8), sendo que a maior concentração utilizada de JMF2-1 bloqueou totalmente a 

proliferação celular (Figura 4.8). Observamos uma parada do ciclo celular principalmente nas 

células estimuladas com OVA e tratadas com dexametasona (300 µM) ou JMF2-1 (300 µM) 

reduzindo a entrada das células na fase de síntese e duplicação de DNA (Figura 4.9). O 

tratamento com dexametasona reduziu em torno de 13,7 % a entrada das células nas fases de 

síntese e duplicação de DNA, já os tratamentos com lidocaína e JMF2-1 reduziram 2,9 e 12,8 

%, respectivamente. 

Tanaka e cols. (2002) demonstraram que o tratamento in vitro com lidocaína é capaz 

de inibir a proliferação de linfócitos humanos estimulados com o antígeno, sem afetar a 

viabilidade das células. Sendo assim, decidimos avaliar o efeito do composto JMF2-1 (300 

µM) na viabilidade das células dos linfonodos dos camundongos DO11.10 estimuladas com 

OVA, comparando ao efeito do tratamento com dexametasona (100 µM) e lidocaína (300 

µM). Após 72 horas do desafio antigênico e dos tratamentos as células foram permeabilizadas 

e marcadas com iodeto de propídeo. A ausência de estímulo nas células desafiadas com salina 

promoveu a morte de 70,2% das células (Figura 4.10). O desafio antigênico reduziu essa 

marcação e aumentou a porcentagem de células viáveis, na fase G2 de proliferação (Figura 

4.10). O tratamento com dexametasona induziu 86,5% de apoptose, retirando quase todas as 

células das fases G1 e G2 do ciclo celular (Figura 4.10). A lidocaína induziu apenas 34,0% de 
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apoptose, enquanto que o tratamento com JMF2-1 provocou a apoptose de 72,2% e, assim 

como a dexametasona, reduziu a entrada das células na fase G2 do ciclo celular (Figura 4.10). 

 A fim de avaliar a apoptose inicial das células estimuladas com OVA 0,5 mg/ml e 

tratadas com JMF2-1 (300 mM), lidocaína (300 mM) ou dexametasona (100 mM) marcamos 

estas células com anexina V e iodeto de propídeo. Realizamos uma análise temporal onde as 

células foram tratadas por 3, 6, 24 ou 48 horas com dexametasona, lidocaína ou JMF2-1. 

Observamos um aumento da apoptose inicial, quando comparadas às células estimuladas 

antigenicamente, a partir de 3 horas pós-tratamento (Figura 4.11). Com seis e com vinte e 

quatro horas de tratamento observamos um aumento de apoptose tardia (Figuras 4.12 e 4.13). 

Após quarenta e oito horas de tratamento, ocorre uma grande redução do percentual de células 

viáveis com conseqüente aumento no percentual de células apoptóticas na fase tardia 

promovida pelos tratamentos com JMF2-1 (300 mM), lidocaína (300 mM) e dexametasona 

(100 mM) (Figura 4.14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.8: Efeito do tratamento in vitro com JMF2-1 (100, 300 e 600 µM), lidocaína (100, 

300 e 600 µM) ou dexametasona (100 µM), por 72 horas, sobre a proliferação de uma cultura 

de linfócitos estimulados com OVA 0,5 mg/ml. O tempo de contato com a timidina tritiada foi 

de 8 horas. Os dados representam a média ± o erro padrão de 3 experimentos separados (n=4). 
+++
P<0,001 comparado ao grupo desafiado com salina. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 

comparado ao grupo desafiado com OVA. 
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Figura 4.9: Efeito do tratamento in vitro com JMF2-1 (300 µM), lidocaína (300 µM) ou 

dexametasona (100 µM), por 72 horas, sobre o ciclo celular de uma cultura de linfócitos 

estimulados com OVA 0,5 mg/ml. Os dados apresentados são um experimento representativo 

de 2 ensaios distintos onde um pool de células de 3 camundongos foi analisado por citometria 

de fluxo. 
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Figura 4.10: Efeito do tratamento in vitro com JMF2-1 (300 µM), lidocaína (300 µM) ou 

dexametasona (100 µM), por 72 horas, sobre a sobrevida de uma cultura de linfócitos 

estimulados com OVA 0,5 mg/ml. Os dados apresentados são um experimento representativo 

de 2 ensaios distintos onde um pool de células de 3 camundongos foi analisado por citometria 

de fluxo. 
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Figura 4.11: JMF2-1 (300 µM), lidocaína (300 µM) nebulizados e dexametasona 

intraperitoneal (1 mg/kg) induzem apoptose de células obtidas de linfonodos estimuladas com 

OVA 0,5 mg/ml in vitro, analisadas três horas após a incubação. No eixo “x” observamos a 

marcação com anexina V e no eixo “y” a marcação com iodeto de propídeo. O quadrante 

inferior da esquerda representa as células viáveis, o quadrante inferior da direita representa as 

células que estão em apoptose inicial, o quadrante superior da esquerda representa as células 

mortas por necrose e o quadrante superior da direita representa as células em apoptose tardia. 

Os dados apresentados são um experimento representativo de 2 ensaios distintos onde um 

pool de células de 3 camundongos foi analisado por citometria de fluxo. 
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Figura 4.12: JMF2-1 (300 µM), lidocaína (300 µM) nebulizados e dexametasona 

intraperitoneal (1 mg/kg) induzem apoptose de células obtidas de linfonodos estimuladas com 

OVA 0,5 mg/ml in vitro, analisadas seis horas após a incubação. No eixo “x” observamos a 

marcação com anexina V e no eixo “y” a marcação com iodeto de propídeo. O quadrante 

inferior da esquerda representa as células viáveis, o quadrante inferior da direita representa as 

células que estão em apoptose inicial, o quadrante superior da esquerda representa as células 

mortas por necrose e o quadrante superior da direita representa as células em apoptose tardia. 

Os dados apresentados são um experimento representativo de 2 ensaios distintos onde um 

pool de células de 3 camundongos foi analisado por citometria de fluxo. 
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Figura 4.13: JMF2-1 (300 µM), lidocaína (300 µM) nebulizados e dexametasona 

intraperitoneal (1 mg/kg) induzem apoptose de células obtidas de linfonodos estimuladas com 

OVA 0,5 mg/ml in vitro, analisadas vinte e quatro horas após a incubação. No eixo “x” 

observamos a marcação com anexina V e no eixo “y” a marcação com iodeto de propídeo. O 

quadrante inferior da esquerda representa as células viáveis, o quadrante inferior da direita 

representa as células que estão em apoptose inicial, o quadrante superior da esquerda 

representa as células mortas por necrose e o quadrante superior da direita representa as células 

em apoptose tardia. Os dados apresentados são um experimento representativo de 2 ensaios 

distintos onde um pool de células de 3 camundongos foi analisado por citometria de fluxo. 

 

 

 

 

Anexina V

P
I

P
I

Anexina V

Não estimulado OVA Dexametasona 100 µµµµM

Lidocaína 300 µµµµM JMF2-1 300 µµµµM

Não estimulado OVA Dexametasona 100 µµµµM

Lidocaína 300 µµµµM JMF2-1 300 µµµµM

Lidocaína 300 µµµµM JMF2-1 300 µµµµMLidocaína 300 µµµµM JMF2-1 300 µµµµM



 50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.14: JMF2-1 (300 µM), lidocaína (300 µM) nebulizados e dexametasona 

intraperitoneal (1 mg/kg) induzem apoptose de células obtidas de linfonodos estimuladas com 

OVA 0,5 mg/ml in vitro, analisadas quarenta e oito horas após a incubação. No eixo “x” 

observamos a marcação com anexina V e no eixo “y” a marcação com iodeto de propídeo. O 

quadrante inferior da esquerda representa as células viáveis, o quadrante inferior da direita 

representa as células que estão em apoptose inicial, o quadrante superior da esquerda 

representa as células mortas por necrose e o quadrante superior da direita representa as células 

em apoptose tardia. Os dados apresentados são um experimento representativo de 2 ensaios 

distintos onde um pool de células de 3 camundongos foi analisado por citometria de fluxo. 
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5. Discussão 

A asma é definida como uma inflamação crônica nas vias aéreas pulmonares causada 

por fatores ambientais em indivíduos geneticamente pré-dispostos. Obstrução das vias aéreas 

e hiperreatividade brônquica devido a irritantes não-específicos são os maiores sintomas da 

doença, que vem crescendo em muitos países e pode ser fatal (Barnes, 2004, Busse and 

Rosenwasser, 2003). A inflamação é uma característica central na patogênese da asma. O 

padrão específico de inflamação nas vias aéreas inclui um denso infiltrado eosinofílico, 

números aumentados de células Th2 e mastócitos ativados (Tattersfield AE 2002). Os 

antígenos ativam mastócitos e linfócitos Th2 nas vias aéreas, os quais liberam mediadores 

inflamatórios pré-formados e recém sintetizados, incluindo aminas vasoativas, mediadores 

lipídicos e citocinas, como a IL-4, IL-5 e IL-13 (Barnes, 2004, Busse and Rosenwasser, 2003, 

Wills-Karp, 2004).  

 As estratégias terapêuticas convencionais consistem na utilização combinada de 

broncodilatadores e agentes antiinflamatórios, dentre eles os mais utilizados são os β2-

agonistas e os glicocorticóides, respectivamente (Barnes, 2004). Apesar da asma alérgica 

moderada ser bem controlada com glicocorticóides inalados, alguns pacientes com quadros de 

asma grave necessitam freqüentemente de glicocorticóides orais. No entanto, a utilização 

destes glicocorticóides a longo prazo pode levar a diversos efeitos colaterais (Barnes, 2004, 

Kamada e cols., 1996). Sendo assim, a busca de terapias alternativas ao uso dos 

glicocorticóides ainda é necessária. 

A lidocaína tem despertado grande interesse como um possível agente farmacológico 

no tratamento da asma, porém sabe-se que a anestesia tópica nas vias aéreas causa 

desconforto e efeitos colaterais (Decco e cols., 1999, Hunt e cols., 2004, Hunt e cols., 1996, 

Rosario e cols., 2000). Dados prévios demonstraram que o análogo da lidocaína, JMF2-1, 

sintetizado para ter uma atividade anestésica local extremamente reduzida, foi mais potente do 

que a lidocaína em inibir tanto o espasmo traqueal quanto em bloquear a liberação da 

histamina (da Costa e cols., 2007). Além disso, JMF2-1 e lidocaína reduziram o acúmulo de 

eosinófilos no lavado broncoalveolar de ratos desafiados antigenicamente e inibiram a 

obstrução das vias aéreas provocada por metacolina in vivo. Esses resultados indicaram que a 

substituição dos radicais 2,6-dimetil por um grupo 2-trifluometil no anel benzênico da 

lidocaína preservou a habilidade de prevenir aspectos chaves da resposta inflamatória alérgica 

nos pulmões (da Costa e cols., 2007). No presente estudo, investigamos os mecanismos 

imunoregulatórios do composto JMF2-1, comparado à lidocaína e à dexametasona. No 

modelo murino de asma utilizado, o tratamento com JMF2-1 levou a uma redução dos 
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principais padrões característicos da resposta inflamatória na asma. Observamos que o 

tratamento com o composto JMF2-1 aerossolizado, bem como com lidocaína nebulizada e 

dexametasona intraperitoneal, preveniu o infiltrado eosinofílico e linfocitário nos pulmões de 

camundongos estimulados por desafio antigênico. O tratamento com JMF2-1 também foi tão 

eficiente quanto o tratamento com lidocaína e dexametasona na redução da hiperreatividade 

induzida pela metacolina e na redução da produção de citocinas pró-inflamatórias. Além 

disso, demonstramos que os tratamentos in vitro com os compostos JMF2-1, lidocaína e 

dexametasona inibiram a função e sobrevida das células T. Os dados obtidos sugerem que a 

inibição do infiltrado inflamatório e da hiperreatividade, provocada pelo tratamento com 

JMF2-1 aerossolizado, pode estar associada à redução da produção de citocinas Th2 por 

linfócitos e ao aumento de apoptose linfocitária.  

 A inflamação, hiperreatividade e obstrução reversível das vias aéreas são 

características marcantes na asma e parecem estar associadas. A hiperreatividade pode ser 

definida como uma broncoconstrição excessiva das vias aéreas em resposta a uma variedade 

de estímulos. Estudos anteriores relataram evidências conflitantes sobre as ações do 

tratamento com lidocaína nas vias aéreas de asmáticos, descrevendo uma broncoconstrição 

inicial seguida de um efeito protetor da constrição (Groeben e cols., 2001, Groeben e cols., 

2002, Hunt e cols., 2004). Costa e cols. (2007) relataram que a constrição das vias aéreas de 

ratos foi atenuada tanto pelo tratamento com lidocaína quanto pelo tratamento com JMF2-1. 

Os resultados obtidos em meu trabalho de tese revelaram que os tratamentos com lidocaína ou 

JMF2-1, assim como com dexametasona, atenuam significativamente a hiperreatividade 

induzida por metacolina, em camundongos desafiados com OVA. Estes resultados estão de 

acordo com a interpretação de que o composto JMF2-1 tem propriedades espasmolíticas 

relevantes e pode aliviar a falta de ar, exercendo efeitos anti-asmáticos. 

 Na asma, a parede das vias aéreas é infiltrada com eosinófilos e células 

mononucleares, as quais são em sua maioria células T CD4. Mastócitos, macrófagos, 

plasmócitos e neutrófilos podem estar aumentados nas vias aéreas de indivíduos asmáticos 

comparados aos indivíduos sadios. No lúmen das vias aéreas, o muco está repleto de 

macrófagos, eosinófilos, linfócitos e células epiteliais que se desprenderam do tecido 

danificado. Em alguns indivíduos asmáticos, especialmente nos casos mais graves, ocorre 

aumento do número de neutrófilos (Cohn e cols., 2004). As células inflamatórias são 

responsáveis pela liberação de mediadores químicos que podem promover uma 

retroalimentação positiva da resposta inflamatória, como as citocinas e quimiocinas, e podem 

resultar em danos teciduais, como os conteúdos granulares eosinofílicos (Cohn e cols., 2004, 
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Tattersfield e cols., 2002). Evidências na literatura demonstram que a lidocaína possui efeitos 

imunoregulatórios sobre os mastócitos, eosinófilos e neutrófilos (Kanbara e cols., 1993, 

Ohnishi e cols., 1996, Okada e cols., 1998, Yanagi e cols., 1996). Nossos dados também 

mostraram que o tratamento com lidocaína ou JMF2-1 aerossol reduziu o infiltrado 

eosinofílico nos pulmões dos camundongos desafiados. Esses resultados, obtidos no modelo 

murino de asma, confirmam as propriedades antiinflamatórias do composto JMF2-1, 

observados anteriormente em ratos (da Costa e cols., 2007). Além disso, comprovam a 

eficiência do tratamento com JMF2-1 frente aos tratamentos com lidocaína e dexametasona. 

 Após o desafio antigênico, o número de neutrófilos não aumentou quando comparado 

ao controle desafiado com salina, porém observamos um aumento na contagem de neutrófilos 

nos camundongos tratados com dexametasona sistêmica. Este aumento está de acordo com 

dados na literatura, que demonstram uma prolongação na sobrevida de neutrófilos induzida 

por glicocorticóides (Cox and Austin, 1997, Strickland e cols., 2001).  

 Como um orquestrador principal da resposta imune específica, os linfócitos T têm sido 

implicados na patogênese da asma. As células T CD4, especialmente as células que produzem 

um padrão de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) possuem um papel principal na patogênese 

desta doença (Wills-Karp, 1999, Wills-Karp, 2004). Diversos estudos estabeleceram que as 

células T provindas dos pulmões dos pacientes asmáticos expressam, majoritariamente, um 

padrão de citocinas Th2. Dentre as citocinas Th2 encontradas associadas à asma pode-se 

ressaltar a IL-4, IL-5 e IL-13. Essas citocinas são extremamente importantes no recrutamento 

e ativação das células efetoras relacionadas às respostas alérgicas, como eosinófilos e 

mastócitos. A IL-13 está associada à hipersecreção de muco das glândulas da submucosa e /ou 

células caliciformes. A IL-4 e a IL-5 aumentam a adesão de eosinófilos às células endoteliais 

vasculares, permitindo sua migração para o parênquima pulmonar. A IL-5 está associada 

também a manutenção da sobrevida de eosinófilos. A citocina IL-4 é essencial na 

diferenciação de demais células T CD4 em células com fenótipo Th2, além de ser 

caracterizada como indutor da mudança de classe de imunoglobulinas para IgE em linfócitos 

B (Gould e cols., 2003). Tratamentos terapêuticos bem sucedidos para asma estão associados 

com a mudança do fenótipo do padrão de citocinas Th2 para o Th1, ou com a redução da 

expressão das citocinas Th2 (Stam e cols., 1993). Um estudo que tratou células T CD4 

humanas in vitro com lidocaína (Tanaka e cols., 2002), demonstrou que 100 µM do fármaco 

foi capaz de inibir a expressão e a liberação de citocinas Th2, sem no entanto afetar a 

viabilidade das células (Tanaka e cols., 2002). Em nosso estudo demonstramos que o 

tratamento realizado in vivo com lidocaína ou JMF2-1 nos camundongos desafiados 
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antigenicamente resultou em uma diminuição da produção espontânea de IL-4, IL-5 e IL-13, 

avaliadas no ensaio ex vivo com explantes pulmonares. Após uma estimulação antigênica in 

vitro os tratamentos só foram eficazes na inibição da IL-4. A produção de IL-5 e IL-13 após o 

desafio in vitro demonstrou que os fármacos não afetaram a viabilidade de todas as células 

capazes de produzir estas citocinas (Wills-Karp, 2004). Estes resultados apontam para uma 

ação seletiva dos tratamentos, visto que tanto a lidocaína quanto o composto JMF2-1 tiveram 

efeitos regulatórios sobre linfócitos, mastócitos (da Costa e cols., 2007) e eosinófilos, sem no 

entanto afetar células não inflamatórias capazes de produzir citocinas. 

Tendo em vista as ações promovidas pelas citocinas Th2, os tratamentos capazes de 

reduzir sua liberação podem acarretar uma redução da inflamação já que reduzem as 

conseqüências trazidas por estes mediadores pró-inflamatórios (Stam e cols., 1993).  Uma vez 

que o aumento do infiltrado eosinofílico pulmonar (Muro e cols., 2000, Shi e cols., 2000), 

assim como a produção de IL-4, IL-5 e IL-13 nas vias aéreas estão associados aos quadros de 

hiperreatividade em asmáticos (Foster e cols., 1996, Kips, 2001, Wills-Karp, 2004), o 

bloqueio da liberação destas citocinas, bem como a redução do infiltrado linfocitário e 

eosinofílico podem ser responsáveis pela inibição da hiperreatividade observada no modelo 

murino de asma.  

A fim de avaliar o efeito do análogo da lidocaína sobre as células T, utilizamos células 

dos linfonodos dos camundongos DO11.10 desafiadas antigenicamente e as tratamos com 

JMF2-1. O tratamento com JMF2-1 inibiu a produção de IL-4, IL-5 e IL-13 estimulado 

antigenicamente in vitro, demonstrando sua capacidade de interferir na função efetora de uma 

cultura de linfócitos estimulados. Este efeito inibitório da atividade das células T corrobora os 

dados obtidos nos explantes pulmonares de camundongos desafiados antigenicamente e 

tratados com JMF2-1. O efeito inibitório do composto JMF2-1 na cultura de células T reforça 

mais uma vez que a contínua produção de citocinas IL-5 e IL-13, observado em explantes de 

animais desafiados e tratados in vivo e re-estimulados in vitro, como uma resposta das células 

estruturais dos pulmões capazes de produzir citocinas Th2 (Wills-Karp, 2004). 

 Apesar de mais de 97% dos linfócitos T periféricos (Murphy e cols., 1990) dos 

camundongos DO11.10 codificarem um TCR específico para o peptídeo OVA323-339 de 

galinha, se diferenciando preferencialmente em uma população linfocitária com perfil Th2, 

após o estímulo antigênico observamos uma produção exacerbada de IFN-γ, uma citocina 

típica de resposta Th1. A citocina IFN-γ pode ser produzida por diferentes tipos de células 

como células T CD4 Th1, células T CD8, células NK, macrófagos, células dendríticas, células 

T CD4 virgens e linfócitos B (Teixeira e cols., 2005). O IFN-γ detectado por ELISA nessa 
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cultura de células pode ter sido liberado por células T CD8, macrófagos ou células dendríticas 

presentes nos linfonodos dos camundongos DO11.10. O papel do IFN-γ na asma ainda não 

está bem elucidado, pois em modelos experimentais pode prevenir o desenvolvimento de 

eosinofilia nas vias aéreas e hiperresponsividade (Li e cols., 1996), contudo a administração 

de IFN-γ recombinante em asmáticos não altera a mecânica pulmonar desses indivíduos 

(Boguniewicz e cols., 1995). O tratamento in vitro com JMF2-1, bem como com lidocaína ou 

dexametasona, foi capaz de bloquear a produção de IFN-γ demonstrando que estes compostos 

também podem afetar a função efetora de diversas células inflamatórias como os linfócitos T 

CD8 e células mononucleares (Hollmann and Durieux, 2000).  

 No declínio das respostas inflamatórias ocorre um processo de eliminação das células 

inflamatórias, geralmente decorrente da indução da morte destas células por apoptose. Muitos 

fármacos antiinflamatórios, como os glicocorticóides, agem também através da indução da 

morte por apoptose das células inflamatórias (Herold e cols., 2006, McColl e cols., 1998). 

Tanaka e cols. (2002) sugeriram que o tratamento in vitro com 100 µM de lidocaína inibia a 

proliferação e produção de citocinas dos linfócitos T CD4 humanos, por um mecanismo 

diferente da apoptose. Entretanto outros grupos relataram que o tratamento com lidocaína in 

vitro pode induzir a apoptose de linfócitos, dependente da concentração utilizada (Boselli e 

cols., 2003, Kamiya e cols., 2005, Nishimura e cols., 2006, Werdehausen e cols., 2007). 

Segundo Kamiya e cols. (2005) a utilização de até 12 mM de lidocaína induz a apoptose de 

uma cultura de linfócitos, mas as concentrações superiores a 12 mM promovem a necrose 

dessa população celular. Nossos resultados demonstraram que o tratamento com lidocaína, 

assim como com JMF2-1 e dexametasona, foi capaz de inibir a proliferação das células T e 

promover uma parada do ciclo celular, reduzindo a entrada das células na fase de síntese e 

duplicação de DNA. Além disso, observamos que houve grande aumento da indução de 

apoptose das células desafiadas e tratadas com JMF2-1, lidocaína ou dexametasona, 

comparadas às células somente desafiadas. Nossos dados sugerem que a diminuição da 

proliferação das células T induzida pelo composto JMF2-1, lidocaína e dexametasona pode 

estar relacionada à indução da apoptose das células inflamatórias. O aumento da apoptose dos 

linfócitos, induzido pelos tratamentos in vitro com JMF2-1, lidocaína e dexametasona, pode 

estar associado ao número reduzido de linfócitos T CD4 e CD8 encontrados nos pulmões de 

camundongos desafiados antigenicamente e tratados com JMF2-1, lidocaína e dexametasona. 

A ação do composto JMF2-1 no aumento de apoptose das células DO11.10 em cultura 

pode não explicar completamente a modulação da produção de citocinas, já que a 

concentração de 300 µM de JMF2-1 reduziu aproximadamente 30% da proliferação e induziu 
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cerca de 70% de morte por apoptose, sem afetar a produção de IL-4 in vitro. Alguns agentes 

antiinflamatórios como os glicocorticóides são capazes de modular a expressão de fatores de 

transcrição específicos para Th2, como GATA-3 e o ativador de transcrição 6 (STAT6) (Ray 

and Cohn, 1999). O tratamento in vitro e in vivo com dexametasona realizado em nosso 

trabalho confirma uma regulação negativa da liberação de citocinas com perfil Th2, porém 

ainda não está totalmente elucidado o mecanismo molecular pelo qual a lidocaína e o 

composto JMF2-1 agem na imunoregulação da inflamação no modelo asmático.  

A lidocaína é utilizada como anestésico local e anti-arrítimico devido a sua ação 

bloqueadora de canais de Na+ e Ca2+ (Tetzlaff, 2000). Além disso, a lidocaína pode promover 

o relaxamento do músculo liso através da redução do Ca2+ intracelular (Kai e cols., 1993). Em 

um estudo anterior, observamos que o composto JMF2-1 foi mais potente do que a lidocaína 

em inibir o influxo celular de Ca2+ (da Costa e cols., 2007). A ativação de diversos canais 

iônicos, incluindo canais de Ca2+, K+, e Cl-, é importante para a indução do estado de ativação 

dos linfócitos T (Shapiro e cols., 1985, Wacholtz e cols., 1992). O aumento dos níveis de Ca2+ 

intracelular é de fundamental importância para a ativação de fatores de transcrição como JNK, 

NFATs e NF-κB (Clipstone and Crabtree, 1992, Hivroz-Burgaud e cols., 1991), associados 

com a promoção da inflamação. Portanto, os efeitos inibitórios da resposta proliferativa e 

produção de citocinas, induzidos por JMF2-1 e lidocaína, podem estar associados em parte 

com a inibição dos canais de Ca2+ observados nos estudos anteriores (da Costa e cols., 2007).  

Neste estudo investigamos os mecanismos de ação imunoregulatórios pelo qual o 

composto JMF2-1, análogo estrutural de lidocaína planejado visando o melhoramento seletivo 

de efeitos antiinflamatórios e espasmolíticos, com atenuação da propriedade anestésica local, 

inibe a inflamação pulmonar no modelo de asma aguda em camundongos. O tratamento de 

camundongos desafiados antigenicamente com JMF2-1 bloqueou eventos cruciais 

relacionados à patogênese da asma provavelmente através da redução da liberação de 

citocinas Th2 e da inibição das funções celulares e sobrevida de linfócitos T. Os resultados 

reforçam a importância de JMF2-1 e análogos não anestésicos de lidocaína como candidatos a 

terapias antiasmáticas alternativas ao uso de glicocorticóides. 
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6. Conclusões 

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que o composto JMF2-1 

bloqueia os eventos cruciais relacionados à patogênese da asma através da imunomodulação 

de linfócitos T, confirmada pela redução da liberação de citocinas Th2 e pela inibição das 

funções celulares e sobrevida das células T (Figura 6.1).  

 

• A inalação do composto JMF2-1 ou da lidocaína, bem como o tratamento 

sistêmico com dexametasona reduziram o número de eosinófilos e linfócitos T 

encontrados nos pulmões de camundongos desafiados antigenicamente, 

sugerindo que o JMF2-1 possua um papel regulador da inflamação.  

•  A inalação do composto JMF2-1 ou da lidocaína, bem como o tratamento 

sistêmico com dexametasona inibiram a hiperreatividade brônquica dos 

animais desafiados e provocados com metacolina, sugerindo que o JMF2-1 

possua propriedades relevantes como candidato à antiasmático.  

• A inalação do composto JMF2-1 ou da lidocaína, bem como o tratamento 

sistêmico com dexametasona inibiram a secreção de IL-4, IL-5 e IL-13 em 

culturas de explante pulmonar, obtidos dos camundongos sensibilizados e 

desafiados com ovoalbumina. Após um segundo desafio com ovoalbumina, 

dessa vez in vitro, a produção de IL-5 e IL-13 foi inibida quando os explantes 

eram provindos de camundongos tratados com dexametasona, mas não 

lidocaína e JMF2-1, sugerindo que o composto JMF2-1 possa inibir a atividade 

efetora das células inflamatórias, que produzem citocinas Th2.  

• O tratamento in vitro com JMF2-1, lidocaína ou dexametasona sobre células 

obtidas dos linfonodos de camundongos DO11.10 - TCR transgênico 

estimuladas com ovoalbumina inibiu a produção de citocinas e proliferação 

destas células. Observamos também que o tratamento in vitro com JMF2-1, 

lidocaína ou dexametasona induziu a apoptose destas células, sugerindo que o 

mecanismo de ação antiinflamatório do composto JMF2-1 seja através da 

imunomodulação dos linfócitos T. 

 

O bloqueio do infiltrado eosinofílico e linfocitário, assim como a redução da 

hiperreatividade ocorreu provavelmente através da redução da liberação de citocinas Th2 e da 

inibição da sobrevida dos linfócitos T. Estes resultados reforçam a importância do composto 

JMF2-1 e da lidocaína como candidatos a medicamentos antiasmáticos. Além disso, nossos 

dados sugerem que o tratamento de pacientes asmáticos com JMF2-1 nebulizado teria 
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vantagens frente ao uso de lidocaína, incluindo a ausência do efeito sobre o reflexo neuronal e 

a maior atividade espasmolítica e antiinflamatória. Estudos toxicológicos extensivos são 

cruciais antes da avaliação clínica do composto JMF2-1 como antiasmático.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1: Ação antiinflamatória do composto JMF2-1. O composto JMF2-1 inibiu a 

atividade de células inflamatórias importantes na patogênese da asma como os linfócitos T 

CD4, mastócitos e eosinófilos. A inibição da atividade e da sobrevida dos linfócitos T CD4 

promoveu uma redução da produção das citocinas Th2 IL-4, IL-5 e IL-13, envolvidas na 

maturação, migração e ativação dos linfócitos, mastócitos e eosinófilos. A redução funcional 

dos eosinófilos também pode ter promovido uma redução da produção de citocinas Th2. A 

inibição dos mastócitos, além de acarretar na redução das citocinas Th2 liberadas, também 

reduziu a liberação da histamina. O bloqueio da liberação dos mediadores inflamatórios, 

como as citocinas e a histamina, nos pulmões dos animais desafiados provocou uma 

diminuição da hiperreatividade brônquica. As ações produzidas pelo composto JMF2-1 

comprovam sua atividade antiinflamatória crucial no controle terapêutico da asma. 
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Anexos 

 

Artigo 1: 
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Abstract  

Background: Our previous study showed that nebulized JMF2-1 might be a way of achieving 

the anti-asthmatic effects of lidocaine without the anesthetic effect.  

Objective: Since the mode of action of JMF2-1 is still unclear, we examined here its putative 

immunoregulatory effect in comparison to lidocaine and dexamethasone. 

Methods: Ovalbumin-sensitized BALB/c mice were nebulized with ovalbumin and treated 

with nebulized lidocaine or JMF2-1, or systemic dexamethasone, from day 19 to 21 post-

sensitization. Analyzes of JMF2-1, lidocaine or dexamethasone effects on inflammation and 

hyperresponsiveness were performed 24 h after the last challenge. Lymphocytes from lymph 

nodes of DO11.10 mice were exposed to OVA in the presence of dexamethasone, lidocaine, 

or JMF2-1. T cell proliferation and survival were assessed by measuring increases in tritiated 

thymidine uptake and PI staining respectively, whereas cytokine secretion was measured by 

commercial ELISA.  

Results: We found that both lidocaine and JMF2-1 inhalation inhibited blood and lung 

eosinophilia and bronchial hyperresponsiveness. JMF2-1 inhibited both in vivo and ex vivo 

production of Th2 cytokine. Ovalbumin-evoked proliferation of lymph node cells, from 

DO11.10 TCR transgenic mice, were inhibited by both JMF2-1 and lidocaine applied in vitro. 

Moreover, JMF2-1 and lidocaine seemed to induce apoptosis of these lymphocytes in vitro. 

Conclusion: These results show that inhalation of JMF2-1 prevents cardinal features of 

asthma, probably by reducing Th2 cytokine generation via inhibition of T cell function and 

survival. JMF2-1 should be considered as a new prototype in drug discovery for asthma with 

advantages over local anesthetics. 
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Introduction 

Asthma is characterized by a specific pattern of inflammation in the airways including 

the infiltration of eosinophils, increased numbers of Th2 cells and activated mast cells 

(Tattersfield e cols., 2002). The principal symptoms of asthma are airways obstruction and 

reversible bronchial hyperresponsiveness to non-specific irritants. Since it is a complex 

disease that involves not only inflammation but also neurogenic dysfunctions, treatments that 

target a single cell or mediator are unlikely to be effective (Fernandes and Goldie, 2003). 

Conventional therapeutic strategies consist on bronchodilators, such as β2-agonists in 

combination with anti-inflammatory agents, most commonly glucocorticoids. Although 

asthma is often well controlled with inhaled corticosteroids, some patients with severe asthma 

require additional oral corticosteroids and the long-term use of those often leads to side 

effects (Barnes, 2004, Kamada e cols., 1996). Corticosteroid insensitivity is also of great 

concern when it comes to controlling asthma symptoms (Leung e cols., 1995). Therefore, 

steroid-sparing therapeutic alternatives are necessary. 

Lidocaine is a local anesthetic (LA) known for its ability to block voltage-gated Na+ 

currents causing reversible inhibition of impulse transmission and blockade of neuronal 

function (Chernoff and Strichartz, 1990). Other than its known effects on excitable cells, 

lidocaine was also proved to act in non-excitable cells such as eosinophils and mast cells 

inhibiting their function (Ohnishi e cols., 1996, Okada e cols., 1998, Yanagi e cols., 1996). 

Therefore lidocaine's immunoregulatories features became very promising in the treatment of 

asthma. Several studies of patients with severe asthma showed that nebulized lidocaine is an 

effective steroid-sparing treatment, since this treatment allows a reduction of the use of 

glucocorticoids. Nebulized lidocaine treatment induced an increase in pulmonary function 

(FEV1), and reduced blood eosinophil counts (Hunt e cols., 1996, Decco e cols., 1999, 

Rosario e cols., 2000, Hunt e cols., 2004). Side effects observed in these patients were mostly 

transient oropharyngeal anesthesia and bitter taste. Although lidocaine appear to be useful in 

the treatment of asthma it should be emphasized that some studies have demonstrated 

increased bronchoconstriction in the short period following lidocaine nebulization (Miller and 

Awe, 1975, Weiss and Patwardhan, 1977, Fish and Peterman, 1979, Bulut e cols., 1996, 

McAlpine and Thomson, 1989).  

Our recent data reported that JMF2-1, a lidocaine analog synthesized for reduced local 

anesthetic activity was able to inhibit infiltrate cells in the lungs of immunized and challenged 

rats (da Costa e cols., 2007). The analog JMF2-1 was more effective in attenuating airways 

spasm, than lidocaine (da Costa e cols., 2007). Altogether, lidocaine's analog, JMF2-1, 

seemed to have improved antiasthmatic activity, comparing to lidocaine, without showing the 
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anesthetic effects. In this study we have sought to investigate whether the treatment with 

JMF2-1 and lidocaine could prevent inflammation in an asthma mouse model and search the 

mechanisms of action that could explain their antiasthmatic effects. 
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Methods 

 

Animals 

BALB/c mice (20-30 g) were obtained from the Oswaldo Cruz Foundation breeding, 

and kept in the animal-housing facilities of the Department of Physiology and 

Pharmacodynamics with controlled room temperature (22-25 ºC) and a 12-h (6:00 AM-6 PM) 

light dark cycle. All the procedures involving care and use of laboratory animals in this study 

were examined and approved by the Animal Ethics Committee of the Oswaldo Cruz 

Foundation (CEUA-FIOCRUZ, Prot 00085-02). 

DO11.10 TCR Tg mice were kindly donated by João P. Viola (Division of Cellular 

Biology, Nacional Institute of Cancer, Rio de Janeiro, Brazil).  

 

Sensitization, challenge and treatment protocol 

BALB/c mice were immunized on day 0 by a dorsal subcutaneous (s.c.) injection (0,2 

ml) of a mixture containing ovalbumin (50 µg) and aluminum hydroxide (5 mg) in 0.9 % 

NaCl solution (saline). On day 14, animals were boosted intraperitoneously with the same 

solution described above. On days 19, 20 and 21 post sensitization mice were placed in a 

plexiglas chamber (45 x 28 x 29 cm) and challenged by exposure for 30 min to an aerosol of 

ovalbumin, generated from a 20 mg/ml solution, by use of an air-driven nebulizer (model NS 

I -210/12, Indústria de Aparelhos Biomédicos, São Paulo, Brazil) at a flow rate of 10 

liters/min. In sham-challenged mice aerosol of ovalbumin was replaced by its vehicle (0.9 % 

NaCl, saline). Treatments were performed by exposure for 30 min to an aerosol of either 

lidocaine or JMF2-1 (5, 10 or 20 mg/ml) at 0 h and 8 h after each challenge. Dexamethasone 

(1 mg/ml) was administered intraperitoneously one hour before each challenge. 

 

Airway obstruction measurements in nonrestrained, conscious mice  

Using barometric whole-body pletysmography (Buxco Research System, Wilmington, 

NC, USA) and increases in enhanced pause (Penh) as a parameter of airway obstruction 

(Hamelmann e cols., 1997), we measured responses to inhaled methacholine in conscious, 

unrestrained naïve mice that had been subjected to sensitization, challenge and treatments 

either with dexamethasone, lidocaine or JMF2-1 for three days. Mice were provoked with 

increasing concentrations of methacholine (6, 12 and 25 mg/ml) for 2.5 min, with 5 min of 

evaluation.  

Inflammatory cells in the lung 
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BALB/c immunized mice were euthanized (sodium pentobarbital, 500 mg/kg, i.p.) 24 

hours after the last antigen challenge. The lung was perfused with 20 ml of saline through the 

heart and the right lung was extracted, weighted, cut and digested with 1 ml of 0,2% 

collagenase diluted in RPMI. The digested lung was incubated twice for 20 minutes at 37 0C. 

The homogenate was centrifuged (1500 rpm, 5 min) and the cell pellet was resuspended in 

RPMI with 10% SBF. Tissue was homogenized and pushed through a cell strainer to restrain 

parts not digested. Total leukocyte count was performed in Neubauer chambers by means of 

light microscope after dilution in Türk (acetic acid 0.2%) solution and expressed per mg of 

lung tissue. Eosinophils, neutrophils and mononuclear cells were counted by means of 

standard morphological criteria from cytocentrifuge preparations stained with May-

Grünwald-Giemsa stain.  

 

Cell recovery from airway lumen 

BALB/c immunized mice were euthanized as described above and the trachea was 

immediately cannulated. Cell influx into the airway lumen was quantified by counting cells 

recovered from bronchoalveolar lavage (BAL) fluid. BAL was performed by flushing the 

airways with 1 ml of phosphate buffered saline plus 10 mM EDTA (EDTA-PBS). The fluid 

was retrieved by gentle aspiration. The BAL was centrifuged (1500 rpm, 10 min) and the cell 

pellet was resuspended in EDTA-PBS. Total leukocyte, eosinophils, neutrophils and 

mononuclear cells were counted as described above.  

T cells obtained from the BAL were stained with CD3 FITC, CD4 PE and CD8 Cy staining 

(Pharmingen) and analyzed with a FACScan flow cytometer (FacsCalibur). 

 

Blood cell count 

Blood from mice tail was obtained immediately before euthanize. Total leukocyte, 

eosinophils, neutrophils and mononuclear cells were counted as described above. 

 

Detection of cytokines from lung explants 

Lungs of BALB/c mice were removed 24 hours after the last challenge plus treatment, 

and flushed through the heart with 20 ml of saline. The right lung was chopped into 16 small 

pieces and 4 pieces were placed per well in a 24-well plate, which was cultured for 24 hours 

at 37 oC and 5% CO2 in DMEM (Sigma) medium without serum containing 100 U/ml of 

penicillin and 100 µg/ml of streptomycin (Sigma). The spontaneous production of cytokines 

was evaluated by adding only sterile PBS 1x. OVA was added in vitro to induce specific 
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cytokine production. Supernatants from lung explants with medium alone or stimulated with 

10 µg/ml of OVA (Sigma) were collected and stored at -20 oC until used. Cytokine production 

was analyzed by ELISA. IL-13, IL-4, IL-5 and IFN-γ were quantified using enzyme-linked 

immunosorbent assays with reagents from Biosource for IL-13 and IL-4 and from Duoset for 

IL-5 and IFN-γ, following indications of each manufacturer. Results were expressed per mg 

of lung tissue (dry weight) (Proust e cols., 2003, Lagranderie e cols., 2003).  

 

In vitro proliferation assay and cytokine/chemokine production 

For the proliferation assay, cells obtained from cervical, inguinal and axillary lymph 

nodes of DO11.10 TCR Tg male mice (1 ⋅ 105 cells/well) were cultured with 0,5 mg/ml 

ovalbumin (OVA) antigen for 72 hours. Treatment with dexamethasone (100 µM), lidocaine 

(100, 300 or 600 µM) or JMF2-1 (100, 300 or 600 µM) was performed simultaneously with 

OVA challenge. Subsequently cells were incubated at 37 oC and 5% CO2. After incubation 

cells were pulsed with 1 µCi of tritiated methylthymidine (Amersham Corp, Arlington 

Heights, Ill) for the last 8 hours of the culture period. Proliferation was analyzed by 

incorporation of tritiated thimidine in new DNA strands of daughter cells.  

For in vitro cytokine production, 1 ⋅ 106 cells obtained from lymph nodes of DO11.10 

TCR Tg male mice were stimulated with OVA and treated with either dexamethasone, 

lidocaine or JMF2-1 as described above. 72 hours after the stimulus, the supernatants of the 

cultures were collected and frozen at -80 °C for further cytokine quantification. IL-13, IL-4, 

IL-5 and IFN-γ were quantified using enzyme-linked immunosorbent assays with reagents 

from Biosource for IL-13 and IL-4 and from Duoset for IL-5 and IFN-γ, following indications 

of each manufacturer. 

 

Flow-cytometric analysis of apoptosis  

To analyze apoptosis, cells obtained from cervical, inguinal and axillaries lymph 

nodes of Do11.10 TCR Tg male mice (1 ⋅ 106 cells), stimulated with OVA were cultured in 

the absence or presence of dexamethasone, lidocaine, or JMF2-1 in the medium for 72 hours. 

Cells were permeabilized and stained with propidium iodide (PI) (Sigma). The samples were 

analyzed with a FACScan flow cytometer (FacsCalibur). 

 

Chemicals 

Lidocaine hydrochloride was donated by Nortec Química Desenvolvimentos 

Tecnológicos S.A. (Duque de Caxias, RJ, Brazil). JMF2-1.HCl was synthesized in the 



 89 

Department of Organic Synthesis of Far-Manguinhos (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) 

from 2-trifluormethyl-aniline. Lidocaine and JMF2-1 were dissolved in saline solution 

immediately before use.  

 

Statistical analysis 

All data are presented as means ± SEM. Statistical analysis involving two groups was 

done with Newman-Keuls-Student test, whereas analysis of variance (ANOVA). P values of 

0.05 or less (two-tailed test) were considered significant.  
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Results 

JMF2-1, dexamethasone and lidocaine inhibit airway hyperresponsiveness 

Antigen challenge with ovalbumin (OVA) significantly increased airway 

hyperresponsiveness to inhaled methacholine (6, 12 and 25 mg/ml) compared with saline 

control mice. Hyperreactivity was detected in response to 6, 12 and 25 mg/ml of inhaled 

methacholine (Figure 1). The treatments with JMF2-1, lidocaine or dexamethasone do not 

alter the basal values of Penh, which is used in this assay as an index of airway obstruction 

(Figure 1). However, the treatments attenuated the hyperresponsivenness induced by all 

concentrations of methacholine (Figure 1).  

 

Nebulized JMF2-1 inhibits eosinophilia and the influx of eosinophils in the lungs  

Eosinophils and lymphocytes are key effector cells in the pathogenesis of asthma, 

therefore we sought to investigate the effect of JMF2-1 on inflammatory cells in the lung of 

OVA challenged mice. Antigen challenge caused a significant increase in eosinophils found 

in lung tissue and on the bronchoalveolar lavage (BAL) (Figure 2 and 3 A), and an increase in 

CD4 and CD8 T cells present on the BAL (Figure 4). JMF2-1 inhibited both eosinophils and 

T lymphocytes accumulation in the lungs of antigenically challenged mice (Figure 2, 3 and 4). 

 

Interference of JMF2-1 with cytokine production by lung explants 

CD4 T cells interact actively on the asthmatic response and its main role is the 

production of inflammatory mediators such as IL-4, IL-5 and IL-13, Th2 cytokines. The 

increase in th2 cytokines was described on isolated cells (Webb e cols., 2000) and on the BAL 

(Tomkinson e cols., 2001) of asthmatics, after an antigenic stimulus. One way to analyze the 

production of cytokines by lung cells of challenged mice is through the usage of mice lung 

explants in culture (Proust e cols., 2003). 

We observed that OVA challenged mice spontaneously produced more IL-4, IL-5, IL-

13 and IFN-γ  in vitro, than saline challenged mice (Figure 5 A, C, E and G respectively). The 

treatments with JMF2-1, lidocaine or dexamethasone inhibited the spontaneous production of 

IL-4, IL-5 and IL-13 (Figure 5 A, C and E respectively). After the in vitro antigenic 

challenge, the release of cytokines was increased, especially n OVA in vivo challenged mice 

(Figure 5 B, D, F and H). Only the production of IL-4 was inhibited by all the treatments after 

the in vitro antigenic challenge (Figure 5 B), the release of IL-5 and IL-13 was inhibited by in 

vivo dexamethasone treatment (Figure 5 D and F). 
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 There was no significant increase of the spontaneous production of IFN-γ cytokine on 

lung explants from OVA challenged mice, compared to saline challenged ones (Figure 5 G). 

Treatments with JMF2-1 or dexamethasone provoked a discrete attenuation of IFN-

γ spontaneous production (Figure 5 G). After the in vitro OVA challenge we could not 

observe a difference in the production of IFN-γ between mice challenged in vivo with saline 

or OVA. (Figure 5 H). 

 

In vitro production of cytokines by lymphocytes  

To characterize the effect of JMF2-1 on Th2 lymphocytes, lymph node cells from 

DO11.10 (TCR Tg) mice were utilized in culture. OVA challenge and the treatments with 

JMF2-1, lidocaine or dexamethasone were done simultaneously and stayed on culture for 72 

hours.  The stimulus with OVA induced the release of IL-4, IL-5, IL-13 and IFN-γ cytokines 

(Figure 6 A, B, C and D). Dexamethasone and JMF2-1 treatments blocked the production of 

all cytokines evaluated (Figure 6 A, B, C and D). Lidocaine treatment inhibited only the 

release of IL-13 and IFN-γ (Figure 6 C and D).  

 

Effect of JMF2-1 on the proliferative response of lymphocytes 

 To elucidate the mechanisms by which JMF2-1 reduces the number of T cells from 

BAL of OVA challenged mice, we used lymph node cells from DO11.10 (TCR Tg) mice. In 

vitro challenge with OVA induced an increased proliferation, compared to saline challenged 

cells (Figure 7). Treatments with dexamethasone (100 µM), lidocaine (600 µM) or JMF2-1 

(300 e 600 µM) attenuated the proliferation of OVA challenged cells. 

 

JMF2-1 inhibits survival of lymphocytes 

 A previous study (Tanaka et al., 2002) showed that the in vitro treatment with 

lidocaine inhibits the proliferation of human lymphocytes antigenically challenged, by a 

mechanism different than apoptosis. Therefore, we evaluated the effect of JMF2-1 on the 

survival of lymph node cells from DO11.10 (TCR Tg) mice challenged with OVA. The lack 

of stimulus on sham saline challenged cells induced up to 70,2 % of death. The antigen 

challenge reduced PI staining to 25,5 % and increased the percentage of viable lymphocytes 

entering the G2 phase of proliferation. Treatment with JMF2-1 induced 72,2 % of staining, 

increasing cell death by apoptosis and reducing the percentage of cells entering phase G2 of 



 92 

proliferation. Dexamethasone treatment induced 86,5 % of apoptosis while lidocaine induced 

only  34,0 % of cell death. 
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Discussion 

Asthma is defined as a chronic inflammation of the airways caused by ambiental 

factors in genetically predisposed individuals. Airway obstruction and bronchial 

hyperresponsiveness due to non-specific irritants are the principal symptoms of asthma, a 

disease that has been increasing in many countries and can be fatal (Barnes, 2004, Busse and 

Rosenwasser, 2003). Inflammation is the central feature of the pathogenesis of asthma. The 

specific pattern of inflammation of the airways includes a dense eosinophilic infiltrate, 

increased numbers of Th2 cells and activated mast cells (Tattersfield 2002). The allergens 

activate mast cells and Th2 cells in the airways, which release pre-formed and neo-synthetized 

inflammatory mediators, including histamine, lipid mediators and cytokines such as IL-4, IL-

5 and IL-13 (Wills-Karp, 2004, Barnes, 2004, Busse and Rosenwasser, 2003).  

The convencional therapeutic strategies consist in using a combination of bronchodilators and 

anti-inflammatory agents, amongst them the most used are β2-agonists and glucocorticoids, 

respectively (Barnes, 2004). Allergic asthma may be well controlled with inhaled 

glucocorticoids, however there are a number of patients with severe asthma that need oral 

glucocorticoids. Moreover the prolonged use of oral glucocorticoids may lead to several side 

effects (Barnes, 2004, Kamada e cols., 1996). Altogether, the search for therapies alternative 

to glucocorticoids is still necessary. 

 Lidocaine has arised great interest as a pharmacological agent against asthma, 

therefore its topical anesthetic effect on the airways may cause discomfort and side effects 

(Hunt e cols., 1996, Decco e cols., 1999, Rosario e cols., 2000, Hunt e cols., 2004). Our 

previous results demonstrated that JMF2-1, a lidocaine analog synthesized to have a reduced 

local anesthetic activity, was more potent than lidocaine in inhibiting tracheal spasm and 

release of histamine (da Costa e cols., 2007). Besides, JMF2-1 and lidocaine reduced the 

accumulation of eosinophils in the bronchoalveolar lavage of rats challenged with ovalbumin. 

Only JMF2-1 treatment inhibited the airway obstruction induced by methacoline. These 

results indicated that the substitution of the radical 2,6-dimethyl for a 2-trifluoromethyl on the 

benzenoic ring of lidocaine preserved the ability to prevent key aspects of the allergic 

inflammatory response of the lungs (da Costa e cols., 2007). On this present study, we 

investigated the immunoregulatory mechanisms of JMF2-1 compound, compared to lidocaine 

and dexamethasone. In the murine model of asthma, treatment with JMF2-1 led to a reduction 

of the principal traits of the inflammatory response in asthma. We observed that treatment 

with nebulized JMF2-1, as well as nebulized lidocaine or systemic dexamethasone, prevented 

eosinophilic and lymphocyte infiltrate in the lungs of mice challenged with ovalbumin. JMF2-

1, lidocaine and dexamethasone also attenuated the hyperreactivity induced by methacoline 
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and reduced the production of pro-inflammatory cytokines. Besides, we demonstrated that in 

vitro treatment with JMF2-1, lidocaine or dexamethasone, inhibited the function and survival 

of T cells. These results suggest that the inhibition of inflammatory infiltrate and attenuation 

of hyperreactivity, provoked by JMF2-1 aerosol, may be related to the reduction of Th2 

cytokines and to the increase in T cell death, by apoptosis. 

 Inflammation, hyperreactivity and reversible obstruction of the airways are trade 

marks of asthma and can be related to each other. Hyperreactivity can be defined as an 

excessive bronchoconstriction of the airways in response to a variety of stimulus. Previous 

studies have demonstrated conflicting evidences about the actions of lidocaine treatment on 

the airways of asthmatics, describing an early bronchoconstriction followed by a protector 

effect of bronchoconstriction (Hunt e cols., 2004, Groeben e cols., 2001, Groeben e cols., 

2002). Costa et al. (2007) showed that the bronchoconstriction of rats was attenuated by both 

lidocaine and JMF2-1. Our results revealed that both treatments, as well as dexamethasone, 

significantly attenuated the hyperreactivity induced by methacoline, in ovalbumin challenged 

mice. These results agree with the interpretation that JMF2-1 has relevant spasmolytic 

properties and can relieve breathlessness, exerting antiasthmatic effects.  

 In asthma, the wall of the airways is infiltrated with eosinophils and mononuclear 

cells, mostly T CD4 lymphocytes. Mast cells, macrophages and neutrophils seem to be 

accumulated in the airways of asthmatics. Within the lumen of the airways, the mucus is 

fulfilled with macrophages, eosinophils, lymphocytes and shedded epithelial cells. Some 

asthmatic patients, specially the severe cases, have an increased number of neutrophils (Cohn 

e cols., 2004). These inflammatory cells are responsible for the release of several mediators of 

inflammation and may account for the positive feedback of the inflammatory response (Cohn 

e cols., 2004, Tattersfield e cols., 2002). Evidences in the literature show that lidocaine has 

immunoregulatory effects on mast cells, eosinophils and neutrophils (Ohnishi e cols., 1996, 

Okada e cols., 1998, Yanagi e cols., 1996, Kanbara e cols., 1993). Our data showed that 

lidocaine or JMF2-1 aerosol treatment reduced the eosinophilic counts in the lungs of 

challenged mice. These results, in the murine model, reinforced the anti-inflammatory effects 

of JMF2-1, observed previously in rats (da Costa e cols., 2007) and also confirm the 

efficiency of JMF2-1 treatment, compared to lidocaine and dexamethasone. 

 After the antigenic challenge, the numbers of neutrophils were not raised, when 

compared to saline, but we observed an increased number of such cells in the lungs of mice 

treated with systemic dexamethasone. This increased infiltrate agrees with data in the 

literature that show a increase in survival of neutrophils, induced by glucocorticoids (Cox and 

Austin, 1997, Strickland e cols., 2001).  
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 As a principal orchestrator of the adaptive immune response, T cells have been 

implicated in the pathogenesis of asthma. CD4 T cells, especially those that produce Th2 

cytokines (IL-4, IL-5 and IL-13) play a crucial role on development of the pathogenesis of 

this disease (Wills-Karp, 1999, Wills-Karp, 2004). Several studies established that T cells 

found in the lung of asthmatics express, mostly, Th2 cytokines. IL-4, IL-5 and IL-13 detected 

in the lungs of asthmatics are important in the recruitment and activation of effector cells 

related to the allergic response, such as eosinophils and mast cells. Well succeeded asthma 

treatments  relates to the ability to change the pattern of  Th2 cytokine to Th1, or the ability to 

reduce the expression of  Th2 cytokines (Stam e cols., 1993). In vitro treatment with lidocaine 

inhibited the expression and production of Th2 cytokines by antigenic stimulated human CD4 

T cells, without affecting the viability of the cells (Tanaka e cols., 2002). We demonstrated 

here that the in vivo treatment with lidocaine or JMF2-1 in antigenically challenged mice 

resulted in a reduction of spontaneous production of IL-4, IL-5 and IL-13, analyzed in lung 

explants of mice. After an in vitro antigenic stimulus both treatments inhibited only IL-4 

production. The continuous production of IL-5 and IL-13 after the in vitro challenge showed 

that lidocaine and JMF2-1 did not affect the viability of all cells capable of producing these 

cytokines (Wills-Karp, 2004). These results suggest a selective action of both treatments, 

since lidocaine and JMF2-1 inhibited the functions of lymphocytes, mast cells (da Costa e 

cols., 2007) and eosinophils, without influencing structural cells capable of producing 

cytokines.  

Since Th2 cytokines promote the allergic response in asthma, drugs able to repress 

their production may downregulate the inflammation (Stam e cols., 1993). The increase in 

eosinophilic infiltrate in the lungs (Muro e cols., 2000, Shi e cols., 2000), as well as the 

production of IL-4, IL-5 and IL-13 in the airways are related to the hyperresponsiveness in 

asthmatics (Kips, 2001, Foster e cols., 1996, Wills-Karp, 2004), therefore the blockade of the 

Th2 cytokines and the reduction of lymphocytic and eosinophilic infiltrate may be responsible 

for the inhibition of hyperresponsiveness observed in the murine model of asthma. 

To study the effect of the lidocaine analog on T cells we used cells obtained from 

lymph nodes of DO11.10 mice antigenically challenged and treated them with JMF2-1. The 

treatment with JMF2-1 inhibited the production of IL-4, IL-5 and IL-13 which was stimulated 

by the antigen challenge. These results showed that JMF2-1  has the ability to intervene in the 

effector function of stimulated T lymphocytes. This inhibitory effect supports the previous ex 

vivo results, besides it reinforces that the continuous production of IL-5 and IL-13 observed 

before was a response of lung structural cells (Wills-Karp, 2004). 
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Despite more than 97% of T cells from DO11.10 mice encode a specific TCR for 

OVA323-339 (Murphy e cols., 1990), which differentiate preferentially in a sub-population with 

a Th2 pattern, we observed an IFN-γ increased production after the antigenic stimulus. IFN-

γ cytokine may be produced by different cells like CD4 Th1 cells, CD8 T cells, NK cells, 

macrophages, dendritic cells, naive CD4 T cells and B lymphocytes (Teixeira e cols., 2005). 

IFN-γ detected by ELISA in this cell culture might have been produced by CD8 T cells, 

macrophages or dendritic cells present in the lymph nodes of DO11.10 mice. The role of IFN-

γ in asthma is not fully elucidated, since in experimental models this cytokine might prevent 

the development of eosinophilia in the airways and hyperresponsiveness (Li e cols., 1996), 

whereas IFN-γ administration in asthmatics does not change the lung mechanics 

(Boguniewicz e cols., 1995). The in vitro treatment with JMF2-1, as well as with lidocaine or 

dexamethasone, was able to block the production of IFN-γ, demonstrating that these 

compounds can act on inflammatory cells like CD8 T cells and mononuclear cells (Hollmann 

and Durieux, 2000). The reduction of IFN-γ production, induced by JMF2-1, lidocaine or 

dexamethasone, might be associated with the reduction of CD8 T cells observed in the 

bronchoalveolar lavage of antigenically challenged mice treated with JMF2-1.   

 During the decline of inflammatory response occurs an elimination of inflammatory 

cells, generally followed by the death of these cells, through apoptosis. Many anti-

inflammatory drugs, like glucocorticoids, also act through the induction of apoptosis of 

inflammatory cells (McColl e cols., 1998, Herold e cols., 2006). Tanaka et al. (2002) 

suggested that the in vitro treatment with lidocaine inhibited the production of cytokines and 

the proliferation of human CD4 T cells by a mechanism other than apoptosis. However, other 

studies demonstrated that lidocaine in vitro treatment induces apoptosis of T cells, dependent 

on the concentration used (Boselli e cols., 2003, Kamiya e cols., 2005, Nishimura e cols., 

2006, Werdehausen e cols., 2007). Our results showed that lidocaine treatment, as well as 

JMF2-1 or dexamethasone, inhibited the proliferation of T cells, apparently via apoptosis. The 

increase in apoptosis, induced by the former drugs explains the reduction of CD4 and CD8 T 

cells found in lungs of antigen challenged mice treated with JMF2-1, lidocaine or 

dexamethasone. 

 The reduction of Th2 cytokines promoted by JMF2-1, in DO11.10 cultured T cells, 

may not be fully due to the induction of apoptosis, since 300 µM of JMF2-1 reduced 

approximately 30 % of proliferation and induced up to 70 % of death, without affecting IL-4 

in vitro production. Some anti-inflammatory agents like glucocorticoids can modulate the 

expression of transcription factors specific for mounting a Th2 response (Ray and Cohn, 

1999). The in vitro and in vivo treatment with dexamethasone reinforced the down modulation 
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of Th2 cytokines, however, it is not fully elucidated through which molecular mechanisms 

lidocaine and JMF2-1 act when repressing the inflammation in the murine model of asthma. 

 Lidocaine is used as a local anesthetic and anti-arrhthymic due to its blocking activity 

of Na+ and Ca2+ channels (Tetzlaff, 2000). Moreover, lidocaine can promote the relaxation of 

smooth muscle cells through the reduction of intracellular Ca2+ (Kai e cols., 1993). On a 

preliminary study we showed that JMF2-1 was more potent than lidocaine in inhibiting the 

cellular influx of Ca2+ (da Costa e cols., 2007). The activation of several ionic channels, 

including Ca2+, K+, and Cl- channels, is important for the induction of the activation state of T 

cells (Wacholtz e cols., 1992, Shapiro e cols., 1985). The increase in the levels of intracellular 

Ca2+ is of great importance to the activation of transcription factors such as JNK, NFATs and 

NF-κB (Clipstone and Crabtree, 1992, Hivroz-Burgaud e cols., 1991), associated with the 

inflammation. Therefore, the inhibitory effects of the proliferative response and production of 

cytokines, induced by JMF2-1 and lidocaine, may be associated to the inhibition of Ca2+ 

channels observed previously (da Costa e cols., 2007).  

In this study we investigated the imunoregulatory mechanisms of action of the 

compound JMF2-1 responsible for the attenuation of lung inflammation in the murine model 

of asthma. The treatment with JMF2-1 prevented crucial features of asthma, probably by 

reducing the release of Th2 cytokines and inhibiting the function and survival of T cells. 

These results reinforce the importance of JMF2-1 as a candidate of antiasthmatic therapies 

alternative to glucocorticoids. 
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Legends: 

 

Figure 1: Hyperresponsiveness. Effect of nebulized JMF2-1 (0,5-2%), lidocaine (2%) or 

intraperitoneal dexamethasone (1 mg/kg) on airway hyperresponsiveness measured by Penh 

after aerolised methacholine (6, 12 and 25 mg/ml). Immunized mice were analyzed 24 hours 

after the last antigen challenge. Results represent mean ± s.e.m. (n= 7). +++
P<0,001 compared 

to saline challenged group. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 compared with OVA challenged 

positive control group. 

 

Figure 2: Lung tissue eosinophils. Effect of nebulized JMF2-1 (0,5-2%), lidocaine (2%) and 

intraperitoneal dexamethasone (1 mg/kg), on lung tissue eosinophil counts 24 hours after the 

last antigen challenge. Results represent mean ± s.e.m. (n= 6). ++
P<0,01; +++

P<0,001 

compared to saline challenged group. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 compared with OVA 

challenged positive control group. 

 

Figure 3: Eosinophils on BAL. Effect of JMF2-1 (0,5-2 %) on the accumulation of 

eosinophil per BAL, 24 hours after the last challenge. Results represent mean ± s.e.m. (n= 6). 
++
P<0,01; +++

P<0,001 compared to saline challenged group. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 

compared with OVA challenged positive control group. 

 

Figure 4: BAL T cell phenotype. Effect of nebulized JMF2-1 (2%), lidocaine (2%) or 

intraperitoneal dexamethasone (1 mg/kg) on CD4 (A) and CD8 (B) bronchoalveolar lavage 

cellularity. (2 pools of 4 animals each). Results represent mean ± s.e.m. *P<0,05 compared 

with OVA challenged positive control group. 

 

Figure 5: Production of Th2 cytokines by lung explants from immunized and/or OVA 

challenged mice.  Effect of nebulized JMF2-1 (2%), lidocaine (2%) or intraperitoneal 

dexamethasone (1 mg/kg) on Th2 lung cytokine release. Results represent mean ± s.e.m. (n= 

4). +
P<0,05; +++

P<0,001 compared to saline challenged group. *P<0,05; **P<0,01; 

***P<0,001 compared with OVA challenged positive control group. 

 

Figure 6: Inhibition of in vitro cytokine secretion. Effect of in vitro treatment with JMF2-1 

(100, 300 e 600 µM), lidocaine (100, 300 e 600 µM) or dexamethasone (100 µM) on the 

secretion of IL-4, IL-5, IL-13 and IFN-γ, by T cells antigenically stimulated. Results represent 

mean ± SEM representative of 2 separate experiments (n=3). +
P<0,05; +

P<0,01; +++
P<0,001 
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compared to saline challenged group. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 compared with OVA 

challenged positive control group. 

 

Figure 7: Inhibition of proliferation. Effect of in vitro treatment with JMF2-1 (100, 300 e 

600 µM), lidocaine (100, 300 e 600 µM) or dexamethasone (100 µM) on the proliferation of 

OVA challenged cells from lymph nodes of DO11.10 mice. Results represent mean ± SEM of 

3 sets of data from 3 separate experiments. +++
P<0,001 compared to saline challenged group. 

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 compared with OVA challenged positive control group.  
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Figure 3 
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Figure 5: 
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Figure 7: 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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