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RESUMO

A asma ¢ caracterizada por uma inflamagao cronica nas vias aéreas pulmonares causada por
fatores ambientais em individuos geneticamente pré-dispostos. Estudos anteriores
demonstraram que a aerolizagdo com o analogo estrutural da lidocaina JMF2-1 poderia ser
uma forma de atingir os efeitos antiasmaticos da lidocaina, sem apresentar a sua agdo
anestésico local. Nossos dados prévios apontam para um importante efeito antiinflamatorio do
JMF2-1 em modelos experimentais de asma, mas o modo de agdo desta substancia ainda nio
estd elucidado. Nesse trabalho examinamos os efeitos imunorregulatérios do JMF2-1, em
comparagdo com a lidocaina e a dexametasona, em um modelo murino de asma.
Camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com ovoalbumina foram tratados com
lidocaina ¢ JMF2-1 aerossol, concomitante ao desafio ¢ oito horas apds 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 pos-sensibilizagdo, todas as
analises ocorreram 24 horas apds o ultimo desafio. Primeiramente, observamos que a inalagao
da lidocaina e do JMF2-1 reduziu o numero de eosinodfilos nos pulmdes dos animais
desafiados com ovoalbumina. Além disso, ambos os farmacos inibiram a hiperreatividade
bronquica dos animais desafiados. Os tratamentos in vivo com lidocaina ¢ JMF2-1, assim
como com dexametasona, inibiram a secre¢ao de IL-4, IL-5 e IL-13 em culturas de explante
pulmonar, obtidos dos camundongos sensibilizados e desafiados com ovoalbumina. Apds um
segundo desafio com ovoalbumina, dessa vez in vitro, a producdo de IL-5 e IL-13 foi inibida
quando os explantes eram provenientes de camundongos tratados com dexametasona, mas
ndo lidocaina e JMF2-1. Células obtidas dos linfonodos de camundongos DO11.10 - TCR
transgénico foram estimuladas com ovoalbumina e tratadas in vitro com JMF2-1, lidocaina ou
dexametasona. A produgdo de citocinas e proliferacdo das células dos linfonodos, provocadas
pela ovoalbumina, foram inibidas pela lidocaina, JMF2-1 e pela dexametasona. Observamos
também que o JMF2-1 e a lidocaina induziram a apoptose de células T in vitro, detectada
através da marcag¢do com iodeto de propideo e anexina V. Em todos os pardmetros analisados
in vitro o JMF2-1 foi mais eficiente do que a lidocaina. Os resultados demonstraram que a
aerolizagdo do JMF2-1 bloqueia eventos cruciais relacionados a patogénese da asma,
provavelmente através da reducdo da liberagdo de citocinas Th2 e da inibicdo das fungdes
celulares e sobrevida de linfocitos T. Os resultados reforcam a importancia de JMF2-1 e
analogos nao anestésicos de lidocaina como candidatos a medicamentos antiasmaticos.
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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 JIMF2-1
prevents cardinal features of asthma, probably by reducing Tn2 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. Introducao
1.1  Alergia

Ha cerca de 100 anos atras, von Pirquet introduziu o termo “alergia” para distinguir as
respostas imunoldgicas que eram danosas ao hospedeiro das respostas imunologicas de um
estado fisiologico apud Larche e cols., 2006. Em 1921, Prausnitz e Kiistner demonstraram que
a sensibilidade especifica a um antigeno poderia ser passivamente transmitida para uma
pessoa ndo-alérgica, através da transferéncia do soro de um individuo alérgico. Alguns anos
mais tarde (1966-1967), foi observado que o fator do sangue responsavel por essa

transferéncia 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 populacao de
paises industrializados (Floistrup e cols., 2006). As reacdes alérgicas sao classificadas como
reacOes de hipersensibilidade imediata porque tém inicio em alguns minutos a partir do

estimulo do antigeno e trazem conseqiiéncias patologicas significativas.

A resposta alérgica pode ser direcionada contra diversas proteinas ambientais,
denominadas de alérgenos, e manifesta-se clinicamente como rinite alérgica (mais conhecida
como febre do feno), asma alérgica, alergias alimentares, inflamacdes alérgicas na pele,
alergias oculares e anafilaxia. Com excecdo da anafilaxia, todas as manifestacdes alérgicas

mencionadas anteriormente sdo locais.

Atualmente a alergia é considerada uma disfung@o imunolégica, que pode causar em
individuos pré-dispostos (ou atopicos), uma resposta inflamatoria. As doencgas alérgicas sdo
fendmenos complexos e podem promover diversas manifestacdes fisiopatologicas como
aumento de permeabilidade vascular, vasodilatagdo, hiperreatividade bronquica e inflamacao

local.
1.2 Asma

Nos tempos remotos, a asma ja era reconhecida em varias culturas, como na
civilizagdo chinesa, hebraica, grega e romana. O médico grego Hipocrates (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 associacdo etioldgica com o broncoespasmo foi feita
por Galeno (130-201 D.C.), o qual também descreveu a relag@o entre as vias aéreas superiores
e inferiores (Cserhati, 2004).

Durante a idade média ndo houve grande interesse no estudo da asma devido a
repressao aos estudos cientificos promovida pela Igreja Catolica, nessa época muitos médicos

aceitavam as descrigdoes de Hipdcrates e Galeno como um paradigma (Cserhati, 2004).



O médico alemdo Georgius Agricola (1494-1555) descreveu, no século 16, a
associacdo entre os fatores ambientais e os sintomas nas vias aéreas. A asma bronquica, nas
suas defini¢des modernas data do inicio do século 19, quando foi reconhecida como uma
doenca associada unicamente a uma contracdo exagerada das vias aéreas (broncoespasmo)
(Cserhati, 2005). William Osler (1849-1919) foi quem descreveu a hiperreatividade bronquica
como uma disfun¢do da asma e considerou pela primeira vez que esta fosse uma doenga
inflamatoria, baseado em mudangas patoldgicas nas vias aéreas de asmaticos incluindo edema
e aumento da producdo de muco. Com o desenvolvimento de técnicas de coloragdo de cortes
de tecido, Paul Ehrlich (1814-1915) identificou eosinofilos e mastdcitos nos cortes
histologicos de pulmdes de pacientes asmaticos (Schwartz, 2004), associando a presenga

destas células a patologia da asma.

O conceito de que a asma ¢ uma doenca inflamatoria foi estabelecida fortemente no
século 20, o qual também foi marcado pelo advento dos testes randomizados,
desenvolvimento de metodologias invasivas e ndo-invasivas e novas técnicas imunologicas, as

quais puderam substituir a experi€ncia pessoal ¢ a observagao.

Devido a complexidade da doenca, ainda hoje ndo existe uma defini¢do padrio para a
asma, por isso muitos investigadores tentam defini-la através de caracteristicas quantitativas
comumente encontradas nos asmaticos (Wills-Karp and Ewart, 2004). Em individuos
suscetiveis, a inflamagdo pulmonar causa episodios recorrentes de falta de ar, dificuldade
respiratoria, aperto no peito e tosse, particularmente a noite ou ao amanhecer. Esses episodios
estdo geralmente associados com a obstrucdo pulmonar, que pode ser reversivel tanto
espontaneamente quanto por uso de tratamento. A inflamag@o também pode levar a um
aumento da hiperresponsividade bronquica, a uma variedade de estimulos (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 descri¢ao atual da asma
mais precisa ¢: uma doenga inflamatdria cronica caracterizada pela obstrucdo reversivel das
vias aéreas, hiperresponsividade bronquica e denso infiltrado inflamatério pulmonar,
constituido principalmente por eosinofilos, mastocitos e linfocitos T, neutréfilos (numa
resposta tardia mais exacerbada) e macréfagos (Tattersfield e cols., 2002, Wills-Karp and

Ewart, 2004).
1.2.1 Epidemiologia

A asma ¢ diagnosticada clinicamente com base nos sintomas de dispnéia, sibilancia,
tosse seca, sensagao de aperto toracico e pela evidéncia da obstrucao das vias aéreas (Cohn e

cols., 2004).



Nos ultimos 20 anos, a prevaléncia da asma quase dobrou, afetando atualmente cerca
de 8 a 10% da populacdo norte americana (Cohn e cols., 2004). No Brasil a estimativa de
prevaléncia situa-se em torno de 20% (The international study of asthma and allergy n
childhood (ISSAC). (1998)), sendo esta doenca responsavel por aproximadamente 350.000
internacdes hospitalares no SUS por ano (Portaria SAS/MS n° 1012, de 20 de dezembro de
(2002)).

A primeira manifestagdo da asma alérgica pode ocorrer em qualquer idade, sendo a
incidéncia mais alta em criangas. Hoje, a asma ¢ a maior causa de hospitalizagdo entre
criancas pequenas (Cohn e cols., 2004, Dodge and Burrows, 1980, Saglani and Bush, 2007).
A asma apresentada na infancia geralmente abranda durante a adolescéncia e pode voltar na
vida adulta (Jenkins e cols., 1994). Quando a doenca persiste na vida adulta ela pode ser

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

De acordo com a freqiiéncia e intensidade dos sintomas e com os parametros da
fun¢do 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
ultimos sdo os responsaveis pela maior mortalidade associada a doenca (Portaria SAS/MS n°

1012, de 20 de dezembro de (2002)).
1.2.2 Bases genéticas e ambientais da asma

A asma ¢ uma doenc¢a multifatorial, uma vez que suas causas podem ser tanto devido a
fatores ambientais quanto a fatores genéticos. Estudos genéticos identificaram mais de 20
regides cromossdmicas diferentes (Doull e cols., 1996, Lonjou e cols., 2000, Wilkinson e
cols., 1998) que correlacionam com a manifestacdo da asma ou com as caracteristicas
relacionadas a ela.

O foco dos estudos tem sido principalmente as areas do genoma que contenham genes
importantes na resposta imunologica: “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 regido do cromossomo 11q, que
contém genes para a subunidade B do receptor FcE; a regido do cromossomo 12q, que possui
o gene para IFN-y; o locus do cromossomo 14q, aonde se localiza o gene para o receptor da
célula T o/B e a regido onde se encontra o receptor da IL-4 no cromossomo 16p (Tattersfield

e cols., 2002, Wills-Karp and Ewart, 2004). A consisténcia com que essas regides tém sido



detectadas relacionadas a doenga indica que elas realmente podem conter genes que

promovam a susceptibilidade a asma.

Estudos de variag@o polimorfica (Doull e cols., 1996, Lonjou e cols., 2000, Wilkinson
e cols., 1998) nos genes supostamente envolvidos na fisiopatologia da doenca também
identificaram diversos genes candidatos, que podem aumentar o risco de desenvolver a asma,
como 0 ADAM33 (Tattersfield e cols., 2002, Wills-Karp and Ewart, 2004), DPP10 e PHF11
(Wills-Karp and Ewart, 2004). ADAM33 ¢ um membro da familia 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
DPPI10, uma dipeptidil peptidase, module a ativagdo de diversas citocinas e quimiocinas
envolvidas na inflamacdo das vias aéreas (Wills-Karp and Ewart, 2004). Ja o produto génico
de PHF'11 contém dois “dedos de zinco” que podem ser importantes no remodelamento da
cromatina. Apesar de ndo se saber ao certo o papel desse gene na patogénese da asma, foi

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

Estudos sobre a asma tém tornado evidente que apenas um gene ndo pode ser
responsavel pela heranca de uma doencga alérgica. O mais provavel ¢ que diversas alteracoes
em diferentes genes, os quais interagem com fatores ambientais em diversos momentos do
desenvolvimento do individuo, podem contribuir para os mecanismos que levam as condi¢des
alérgicas. Sendo assim, sabemos hoje que os genes de susceptibilidade & asma interagem com
fatores ambientais como poluentes, infecgcdes virais, bacterianas e fungicas, nutri¢do 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,
conseqiientemente, o aumento de infec¢des poderiam conferir protecdo contra o
desenvolvimento de doengas alérgicas. Strachan observou que a prevaléncia da febre do feno
era reduzida quando a crianca estudada tinha irmaos mais velhos. Esse fenomeno estava
associado a um aumento da exposi¢do a infec¢des microbianas na infancia (Saglani and Bush,
2007, von Mutius, 2007, Yang e cols., 2007). A partir dessa observacao surgiu a “hipétese da
higiene”, a qual propde que a exposi¢do microbiana, durante o desenvolvimento na infancia,
reduz o desenvolvimento da asma e de doengas alérgicas. Resultados conflitantes foram
alcangados no estudo dessa hipdtese, no entanto ¢ valido ressaltar que diferencas no genotipo
dos individuos estudados associados a diferentes fatores ambientais podem ter dificultado a

analise dos dados.



1.2.3 Bases imunolégicas da asma

Os alérgenos que entram nas vias aéreas podem ultrapassar as barreiras do trato
respiratorio, e podem ser reconhecidos, fagocitados, processados e apresentados pelas células
dendriticas presentes no pulmao, via MHC de classe II. Células T CD4 especificas para este
alérgeno que se encontram nas vias aéreas podem reconhecer o antigeno através do TCR
(receptor de reconhecimento das células T). Células dendriticas apresentando o alérgeno
provém sinais co-estimulatdrios, levando a uma rapida indugdo da ativagdo desses linfocitos
(Cohn e cols., 2004). A ativacdo dos linfocitos T CD4 promove a diferenciagdo desta célula
em subpopulagdes Tyl ou Tp2, além de induzir a proliferacdo dessas células e a liberagdo de
diversos mediadores inflamatorios. Os subtipos de linfocitos T CD4 sdo classificados em Tjp1
e Ty2 de acordo com o perfil de citocinas liberados por essas células. A inflamagdo alérgica
esta fortemente relacionada aos linfocitos T CD4 do subtipo T2, uma vez que um padrdo de

citocinas do tipo Ty2 foi associado a patogénese dessa doencga (Renauld, 2001).

Dentre as citocinas T2 encontradas associadas a asma pode-se ressaltar a IL-4, IL-5 e
IL-13. Essas citocinas sdo extremamente importantes no recrutamento e ativagao das células
efetoras relacionadas as respostas alérgicas, como eosindfilos e mastocitos. A IL-13 estd
associada a hipersecre¢do de muco das glandulas da submucosa e /ou células caliciformes. A
IL-4 ¢ a IL-5 aumentam a adesdo de eosinofilos as células endoteliais vasculares, permitindo
sua migracdo para o parénquima pulmonar. A IL-5 esta associada também a manutengdo da
sobrevida de eosinofilos. A IL-4 é essencial na diferenciagdo de demais células T CD4 em
células com fendtipo T2, além de ser caracterizada como indutor da mudanga de classe de

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

A IgE secretada por linfocitos B ativados pode alcangar a circula¢do sangiiinea e ligar-
se a receptores Fc especificos (FceR) na superficie de mastocitos teciduais ou basofilos
sangiliineos. A partir desse momento, estas células estdo prontas para serem ativadas pelos
alérgenos, tornando o individuo sensibilizado para aquele determinado antigeno especifico.
Uma vez que essas células estejam ativadas elas também liberardo mediadores pro-

inflamatorios participantes da patogénese 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 dendriticas ou linfocitos B, as quais através da apresentacdo antigénica
promovem a ativagdo dos linfocitos T. Os linfocitos T ativados proliferam e produzem
mediadores inflamatdrios como as citocinas. Algumas dessas citocinas promovem a mudanga
de classe da imunoglobulina para IgE especifica para o alérgeno. Adaptado de Larché e cols.

2006.
1.2.4 Fase imediata e fase tardia da asma

A resposta asmatica pode ser dividida em duas fases que se diferenciam pela ordem
temporal e pela qualidade dos eventos. Quando um individuo atopico previamente
sensibilizado entra em contato com o alérgeno, este antigeno se ligara nas IgEs que se
encontram associadas aos receptores especificos de alta afinidade FceRI, situado nas
membranas de mastocitos e basofilos. A ligagdo do alérgeno na IgE promove a ativagdo
dessas células com conseqiiente desgranulacdo (Lukacs, 2001). O conteudo liberado dos
granulos dos basofilos e mastocitos € constituido principalmente por aminas vasoativas
(principalmente a histamina), enzimas (proteases neutras e hidrolases acidas), mediadores
lipidicos (prostaglandinas e leucotrienos), citocinas e quimiocinas (Larche e cols., 2006). A
histamina provoca a contracdo das células do endotélio, levando ao extravazamento do plasma
para os tecidos, além de estimular a contra¢do das células da musculatura lisa promovendo
uma broncoconstricdo. As proteases neutras de serina sdo os constituintes protéicos mais

abundantes dos granulos dos mastécitos e contribuem para o dano tecidual. Assim como a



histamina, os mediadores lipidicos, em particular leucotrienos e o fator de ativagdo
plaquetaria (PAF) induzem a vasodilatacdo, broncoconstri¢cdo, secrecdo de muco, aumento de
permeabilidade vascular, quimiotaxia e ativacdo de células inflamatorias. As citocinas e
quimiocinas liberadas estdo associadas ao recrutamento, ativagdo e proliferagao de linfocitos,

mastocitos e eosinofilos (Wills-Karp and Ewart, 2004) (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Fase imediata da reacio. A ligagdo do antigeno as IgEs ligadas em receptores
FceRI de mastocitos e basofilos promove a desgranulagdo das células com conseqiiente
liberacdo dos mediadores inflamatorios, que culminam nos sintomas imediatos da asma

alérgica. Adaptado de Larché e cols. 2006.

A segunda fase da resposta asmatica, denominada fase tardia ¢ seguida cerca de 2 a 4
horas mais tarde e pode ser mais grave (Lukacs, 2001). A resposta tardia consiste no acuimulo
de infiltrado inflamatdrio no pulmdo e pode durar longo periodo. O infiltrado inflamatério
caracteristico na asma ¢ constituido principalmente de linfécitos T2, eosindfilos, mastocitos,
células dendriticas e macréfagos, cuja atragdo para esse sitio inflamatério ocorre devido ao
microambiente de citocinas € quimiocinas estabelecido na fase imediata (Busse ¢ cols., 2000)

(Figura 1.3).
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Figura 1.3: Fase tardia da reacio. Células inflamatorias migram para o pulmdo e sdo

ativadas localmente. Adaptado de Larché e cols. 2006.

Os eosindfilos s@o os maiores constituintes do infiltrado inflamatorio pulmonar de
individuos asmaticos. Apo6s sua ativacdo, liberam seus granulos contendo mediadores
inflamatorios e espasmégenos como o leucotrieno C4 (LTCs) e o PAF, induzindo a
broncoconstricdo, e proteinas extremamente toxicas ao epitélio como MBP (Major Basic
Protein) e EPO (Eosinophil Peroxidase), gerando descamagdo do epitélio das vias aéreas
(Corrigan and Kay, 1992). Mais recentemente observou-se que os eosinofilos podem também
apresentar antigenos e secretar citocinas do tipo T2, podendo agir como amplificadores do
processo inflamatorio no sitio de inflamag¢ao (Shi e cols., 2000).

A constante exposi¢do aos alérgenos acarreta em uma continua indugdo da resposta
inflamatoria e danos graves nas vias aéreas, levando a conseqii€ncias patoldgicas graves nos

pulmdes de pacientes com asma cronica (Muro e cols., 2000).
1.2.5 Fisiopatologia da asma

Na asma, a parede das vias aéreas ¢ infiltrada com eosinofilos e células
mononucleares, as quais sdo em sua maioria células T CD4. Mastocitos, macrofagos,

plasmocitos e neutrdfilos podem estar aumentados nas vias aéreas de individuos asmaticos



comparados aos individuos sadios. No limen das vias aéreas, o muco estd repleto de
macrofagos, eosinofilos, linfocitos e células epiteliais que se desprenderam do tecido
danificado. Em alguns individuos asmaticos, especialmente os casos mais graves, ocorre

aumento do numero de neutrofilos (Cohn e cols., 2004) (Figura 1.4).

NErvo sensorial

Reflexo
el

Figura 1.4: Fisiopatologia da asma. Diversas células inflamatorias sdo recrutadas e
posteriormente ativadas nas vias aéreas, liberando uma variedade de mediadores
inflamatorios, os quais promovem efeitos agudos nas vias aéreas como: broncoconstri¢do,
extravazamento do plasma, vasodilatagdo, secrecdo de muco, ativagdo de nervos sensoriais e
broncoconstri¢do induzida por reflexos colinérgicos. Além desses efeitos, ocorrem também
alteragdes estruturais (remodelamento) incluindo fibrose sub-epitelial, angiogénese, aumento
do niimero 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.



As mudangas estruturais na parede das vias aéreas, conjuntamente denominadas de
remodelamento das vias aéreas, resultam da interacdo de mediadores inflamatérios com
células epiteliais ou do dano tecidual. Fatores locais, incluindo as células estruturais nas vias
aéreas e a matriz extracelular, respondem a inflamacao de forma caracteristica e coordenada
reparando o dano causado pela inflamacdo local (Cohn e cols., 2004). O espessamento da
parede das vias aéreas pode ser de 10 a 300%, comparado as vias aéreas de individuos sadios,
acarretando numa redugdo do diametro do lumen das vias aéreas (Elias e cols., 1999). As vias
aéreas pequenas (2-4 mm) estdo normalmente envolvidas na patologia. Na asma grave fatal,
todas as vias aéreas, com exce¢do da maior, sdo afetadas. Além das células inflamatorias, a
maioria dos elementos das vias aéreas contribui para o espessamento (células musculares,
fibroblastos, miofibroblastos e midcitos) (Halayko and Amrani, 2003). Ocorre uma hipertrofia
das células caliciformes secretoras de muco ¢ metaplasia do epitélio das vias aéreas, que
passam a secretar muco também. A camada subepitelial também fica mais espessa, em
individuos asmaticos devido ao aumento de deposi¢do de matriz extracelular, como colageno
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 coldgeno, também se
encontram hiperplasicos. As células musculares das vias aéreas passam a ocupar até trés vezes
a area que ocupam em individuos sadios, devido também a hiperplasia (Black, 1997). Além
disso, ocorre dilatacdo dos vasos e angiogénese, 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 inflamagdo resultam na hiperresponsividade e
obstrugdo das vias aéreas, as quais causam a falta de ar e aperto no peito. A
hiperresponsividade ¢ definida como um aumento na broncoconstri¢ao induzida por estimulo
nao-especifico. Os mecanismos que controlam a hiperresponsividade ndo sao bem entendidos
ainda. Fatores como a inflamacdo, didmetro reduzido das vias aéreas, aumento da
contratilidade das células musculares, dano epitelial, disfungdo na regulacdo neuronal,
aumento da permeabilidade microvascular e muitos mediadores inflamatoérios espasmdgenos
estdo associados a hiperresponsividade (Cohn e cols., 2004). Quando as vias aéreas estdo mais
estreitas devido as mudangas estruturais com presenga de muco e células inflamatorias no
limen, estimulos que aumentam a constricdo de células musculares culminam na obstrugao

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

A inflamagao e as mudancas estruturais foram observadas nas vias aéreas de biopsias
de criancas anos antes dos sintomas da asma se manifestarem (Pohunek, 2004), portanto ¢é

possivel que a obstrucdo das vias aéreas e o aperto no peito ocorram apenas quando um nivel
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maior de remodelamento do tecido ja tenha ocorrido. Mesmo se os sintomas desaparecerem,
os individuos asmaticos continuam apresentando aumento na responsividade das vias aéreas
induzida por metacolina e elevado numero de eosinéfilos no lavado broncoalveolar (Cohn e
cols., 2004). Com o passar do tempo, a func@o pulmonar dos asmaticos ¢ reduzida, indicando
a progressao da doenca (Lange e cols., 1998). No momento em que a asma ¢ diagnosticada, a
inflamagdo nas vias aéreas e o remodelamento ndo podem mais ser distinguidos em causa e

efeito, dificultando a determinacdo de quais sdo os primeiros passos da fase efetora da doenca.
1.3 Mediadores da resposta asmatica
1.3.1 Citocinas

Citocinas sdo proteinas pequenas (aproximadamente 25 kDa) que s@o liberadas por
diversos tipos de células no corpo. Geralmente sdo liberadas em resposta a um estimulo
ativador e induzem resposta através da ligacdo a um receptor especifico na membrana da
célula alvo. As citocinas podem agir de forma autocrina, afetando o comportamento da célula
que a liberou ou de forma paricrina, afetando o comportamento de células adjacentes.
Algumas citocinas podem agir também de forma endocrina, afetando células distantes, porém

isso depende da sua meia-vida e da sua producdo na circulagao.

A agdo dessas moléculas ¢ freqiientemente pleiotropica, ou seja, uma Unica citocina
pode atuar em diferentes células induzindo diferentes efeitos biologicos. Muitas vezes,
também observamos que citocinas diferentes podem atuar na mesma célula induzindo o
mesmo efeito bioldgico. Além disso, diferentes citocinas podem atuar em sinergia ou em
antagonismo. Portanto, as citocinas sdo geradas a partir de uma resposta promovendo diversos
efeitos bioldgicos nas células e podem exacerbar a alga de controle positivo ou de controle

negativo (Chabalgoity e cols., 2007).

Na fase de ativagao das respostas imunologicas as citocinas estimulam o crescimento e
a diferenciacdo das células do sistema imune e na fase efetora elas podem induzir a ativacao
das células. Por isso as citocinas sdo consideradas como proteinas reguladoras do sistema
imunologico, sendo essenciais na formagdo das repostas imunoldgicas inata e adaptativa,
assim como no estabelecimento e manuten¢do da memoria imunoldgica (Chabalgoity e cols.,

2007).

Apesar da cadeia de eventos que leva ao desenvolvimento da patologia asmatica ser
bastante complexa, as citocinas tipicas de uma resposta T2 (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 inflamagao pulmonar ¢ a
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conseqiiente hiperreatividade das vias aéreas ainda ndo estdo completamente elucidados, mas
sabe-se que elas atuam em diferentes tipos celulares envolvidos no desenvolvimento da

resposta asmatica.
1.3.1.1 Interleucina 4 (IL-4)

A citocina IL-4 possui variadas atividades bioldgicas. Em termos gerais, pode ser
descrita como uma das principais citocinas envolvidas na patogénese das doengas alérgicas. A
principal célula produtora de IL-4 ¢ o linfocito T CD4 T2, sendo que nessa célula a IL-4
funciona de forma autdcrina estimulando o crescimento e o desenvolvimento de linfocitos T
CD4 do subtipo Tn2 (Foster e cols., 2002). Outras células como mastocitos e eosindfilos

também produzem IL-4.

A atividade biologica de IL-4 ¢ exercida através da ligac@o da citocina ao seu receptor
IL-4R, o qual ¢ expresso em uma variedade de células. O receptor IL-4R ¢ um heterodimero,
constituido da cadeia IL-4Ra e uma segunda cadeia, podendo essa ser a cadeia yc ou a cadeia
IL-13Ra (Kips, 2001). A cadeia IL-13Ra também ¢ constituinte do receptor de IL-13, o que

pode explicar as semelhangas funcionais entre essas duas citocinas.

As principais caracteristicas funcionais de IL-4 estdo relacionadas ao crescimento e
diferenciagdo das células B e a troca do isotipo de imunoglobulina produzida para IgE. Efeitos
adicionais implicados no aumento da produ¢do de IL-4 em individuos asmaticos incluem a
estimulagao das células produtoras de muco e de fibroblastos, efeitos esses que estdo
relacionados ao processo de remodelamento das vias aéreas (Kips, 2001). Além disso, foi
observado que a inalacdo de IL-4 recombinante humana ¢ capaz de induzir a eosinofilia nas
vias aéreas e causar hiperresponsividade bronquica em individuos asmaticos (Shi e cols.,

1998).
1.3.1.2 Interleucina 5 (IL-5)

Diversos estudos demonstraram que a IL-5 ¢ a principal citocina envolvida na
producao, diferenciagdo, maturacao e ativacdo de eosinoéfilos, in vivo (Foster e cols., 2002,
Kips, 2001). Na medula 6ssea a IL-5 ¢ importante na estimulacdo da eosinofilopoiese e
inducdo da diferenciacdo terminal de precursores mieldides em eosinofilos. A IL-5 também
aumenta a ades@o de eosinodfilos as células endoteliais vasculares, promove a migracdo de
eosinodfilos nos tecidos e aumenta a atividade citotoxica dessas células (Wills-Karp, 1999). De
fato, em camundongos deficientes para o gene da IL-5 ha um nimero muito reduzido de
eosinodfilos detectados no sangue, sugerindo que apesar da importincia de IL-5 no

desenvolvimento de eosinofilos, outras citocinas, como IL-3 ¢ GM-CSF, constitutivamente
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expressas podem contribuir para o desenvolvimento destas células. No entanto, estes animais
modificados ndo desenvolvem eosinofilia pulmonar, hiperresponsividade e danos nas vias
aéreas, induzida por aeroalergenos (Foster e cols., 1996). Além disso, parece haver uma
correlacdo positiva entre o aumento da concentracdo de IL-5 e o aumento do numero de

eosinodfilos no sangue e lavado broncoalveolar de pacientes asmaticos (Walker e cols., 1991).

1.3.1.3 Interleucina 13 (IL-13)

A IL-13 est4 associada a diversas caracteristicas patologicas que definem a asma. Essa
citocina € produzida por diversas células inflamatorias como as células T CD4, CD8 e Natural
Killer (NK), eosinofilos, mastocitos e basofilos, além de ser sintetizada também por células
ndo-inflamatorias como as células da musculatura lisa das vias aéreas (Wills-Karp, 2004). A
produgdo de IL-13 pode ser induzida pelo estimulo antigénico em individuos sensibilizados e,
em algumas ocasides, por outras citocinas como a IL-9 e IL-25 (Temann e cols., 1998) e

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

A IL-13 foi primeiramente descrita por seus efeitos em linfocitos B e mondcitos,
promovendo mudanga de classe de imunoglobulina para IgE e induzindo a expressdao de MHC

de classe II (Wynn, 2003).

Os efeitos da IL-13 sdo mediados pela sua ligagdo no receptor de IL-13, o qual ¢ um
complexo multimérico composto das cadeias IL-4Ra e IL-13Ral. A cadeia IL-4Ra, da
citocina IL-4, também pode se associar a IL-13Ra2, porém nao esta elucidado qual o papel
desse receptor. Apés a ligagdo no receptor IL-4Ra/IL-13Ral ocorre uma sinalizagdo celular
dependente de STAT6 (signal transducers and activators of transcription 6) acarretando na
transcricdo de diversos genes na célula alvo (Kaplan e cols., 1996). As conseqiiéncias da
ativacdo induzida por IL-13 incluem alteragdes nas células epiteliais, hipersecre¢do de muco,
inflamagao das vias aéreas, hiperresponsividade das vias aéreas e fibrose tissular (Wills-Karp,

2004).

Através da estimulagdo da produ¢ao de quimiocinas, a IL-13 recruta células
inflamatorias para as vias aéreas, como eosinofilos (Wills-Karp, 2004). A hiperresponsividade
bronquica pode ser observada com a administracdo 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-y (IFN-y)

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

constituem uma rede de mediadores inflamatoérios que interagem mutuamente. A inflamacao
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nas vias aéreas pode ser induzida entdo, pelo aumento da produgdo das citocinas Ty2 ou pela

reducdo da produgdo das citocinas Ty1, que agem regulando as primeiras.

A polarizag@o das células T CD4 para o subtipo Ty1 € induzida principalmente pela
citocina IL-12, cujo principal papel € reprimir a producdo de IL-4 e estimular a produgdo de
citocinas com perfil Ty1. A IL-12, junto com a citocina IL-18, age em sinergia induzindo a
producdo de IFN-y (Foster e cols., 2002, Kips, 2001). A citocina IFN-y pode ser produzida
por diferentes tipos de células como células T CD4 Tyl, células T CD8, células NK,

macrofagos, células dendriticas, células T CD4 virgens e linfocitos B (Teixeira e cols., 2005).

Em modelos de animais desafiados antigenicamente, observou-se que IFN-y previne o
desenvolvimento de eosinofilia nas vias aéreas e hiperresponsividade (Li e cols., 1996). No
entanto, a administragdo de IFN-y recombinante em asmaticos ndo alterou a mecanica

pulmonar desses individuos (Boguniewicz e cols., 1995).
1.3.2 Quimiocinas

As quimiocinas sdo um grupo particular de citocinas quimiotaticas. Dentro do grupo
de citocinas humanas e de camundongos foram reconhecidas mais de 30 quimiocinas. Os
membros dessa familia possuem caracteristicas semelhantes como o baixo peso molecular,
similaridades em suas seqiiéncias iniciais, assim como a presenca de uma regido contendo
dois ou quatro residuos de cisteina, que formam pontes dissulfidicas na estrutura terciaria da
proteina. A familia das quimiocinas pode ser separada em quatro subfamilias devido a sua
composicdo, sdo elas as subfamilias C-X-C, C-C, C e CX;C. Essa divisdo é baseada na
presenca ou auséncia de um residuo de aminoacido localizado entre os dois primeiros dos

quatro residuos conservados de cisteina.

Estudos demonstraram que as quimiocinas podem ter diversas funcdes durante a
inflamacdo, as quais podem estar relacionadas ao recrutamento celular, ativagdo ¢
diferenciagdo das células que participam desta resposta. A expressao de determinadas
quimiocinas nas vias aéreas demonstrou que podem existir perfis especificos de quimiocinas

que medeiam diferentes estagios do desenvolvimento da patogénese da asma.

As fontes de quimiocinas nas vias aéreas de asmaticos incluem as células epiteliais das
vias aéreas e macrofagos alveolares. Sendo estas células residentes do tecido pulmonar, as
quimiocinas liberadas por elas tém 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 individuos asmaticos (Lukacs, 2001). Essas
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quimiocinas induzem o recrutamento de eosinofilos, através do seu receptor CCR3, o qual é
expresso em grandes quantidades nessa célula. Na asma humana, as quimiocinas CCLS5,
CCL11 (Eotaxina) e CCL13 s3o produzidas em altos niveis no epitélio das vias aéreas
(Lukacs, 2001). Além de promover o recrutamento e ativacdo de eosindfilos, essas
quimiocinas também podem afetar outras populagdes leucocitarias relacionadas a asma, como

basofilos e linfocitos Tp2.
1.3.3 Leucotrienos

Os leucotrienos s3ao uma classe de mediadores inflamatorios lipidicos derivados do
acido araquidonico, produzidos pela via da lipoxigenase em muitos tipos de células. A enzima
5- lipoxigenase pode na dependéncia da célula e do seu estado de ativagdo se localizar no
citosol, na membrana perinuclear ¢ nos corptsculos lipidicos, ¢ sua expressdo pode ser

observada em mastocitos, eosinofilos, basofilos e macrofagos.

Os cisteinil-leucotrienos (LTC4, LTDy4, LTE4 € LTF4) possuem agdes sobre o sistema
respiratorio, sendo caracterizados como potentes agentes espasmogenos, provocando
contragao do musculo liso das vias aéreas, em humanos (Dahlen e cols., 1980). Além disso,
estes leucotrienos também aumentam a secrecdo de muco (Marom e cols., 1982) ¢ a
permeabilidade vascular (Dahlen e cols., 1981).

Apos estimulacdo antigénica, os cisteinil-leucotrienos sdo detectados em pulmdes de
pacientes asmaticos e no lavado broncoalveolar. Ha evidéncias de que contribuem para a
hiperreatividade bronquica dos asmaticos 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 ¢ sintetizado pelos mastocitos das vias aéreas e pelos basofilos
infiltrantes ¢ € armazenado nos granulos de ambas as células, s6 sendo liberados frente a um
estimulo imunoldgico (IgE, citocinas) ou ndo-imunologico (ionoforo de célcio, substancia P)

(Barnes, 2001).

A inalagdo de histamina causa broncoconstricdo em pacientes asmaticos (Barnes,
2001). Além da atividade espasmoddica da histamina, este mediador também afeta outros
aspectos da resposta nas vias aéreas de asmaticos. A histamina induz a proliferacao de células
da musculatura lisa das vias aéreas, em cultura (Panettieri e cols., 1990), causa a

vasodilatagdo, aumento do extravasamento plasmatico ¢ de secre¢do de muco.
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1.4 Estratégias terapéuticas na asma

A asma ¢ uma doenga complexa que envolve muitas células inflamatérias, mediadores
quimicos e células estruturais das vias aéreas, e devido as diferencas de susceptibilidade
genética e fatores ambientais diversos fendtipos sdo manifestados nos individuos asmaticos.
Sendo assim, tratamentos que visem bloquear apenas uma célula ou um mediador sdo muitas

vezes ineficientes.

Atualmente, a terapia para a asma tem dois objetivos principais: a prevengao e reversao
da inflamacdo e o relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas (Barnes, 2004). A terapia
convencional baseia-se na utilizagdo de glicocorticéides associados ao uso de
broncodilatadores agonistas dos receptores [;-adrenérgicos. Alguns farmacos relevantes para

o tratamento da asma serdo descritos a seguir.
1.4.1 Antiinflamatérios
1.4.1.1 Glicocorticoides

Os glicocorticoides inalados sdo os antiinflamatérios mais eficientes para o tratamento
da asma branda ou moderada (Barnes ¢ cols., 1998).

Os glicocorticdides, apds penetrarem nas células por difusdo, ligam-se a receptores no
citoplasma denominados GR (receptor de glicocorticoide). Apds a interagdo com o
glicorticoide, o receptor ¢ ativado, sofrendo uma modificagdo conformacional, expondo um
dominio ligante de DNA. Os complexos esterdide-receptor formam dimeros que migram para
o nicleo e ligam-se em determinadas regidoes do DNA suprimindo a expressdo de proteinas
pro-inflamatérias ou ligando-se a regides que aumentam a expressdo de proteinas
antiinflamatorias (Belvisi, 2004). A repressao ¢ obtida através da inibi¢do de diversos fatores

de transcri¢do como o AP-1 e NF-kB (Tak and Firestein, 2001).

Existem duas isoformas dos receptores de glicocorticoides, resultantes de splicing
alternativo do RNA mensageiro, o GRa e o GRp (Chikanza e cols., 2003). Ambos sdo
encontrados em praticamente todos os tecidos, no entanto, apenas o0 GRa ¢ capaz de ligar aos
glicocorticoides. O receptor GRf3 pode agir como um inibidor do Gra, impedindo a ligagao

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

A utilizacdo dos glicocorticoéides em pacientes asmaticos promove uma diminui¢ao da
acdo das células T CD4 e uma reducdo da proliferacdo dessas células, ocasionada
principalmente, devido a inibi¢cdo da transcrigdo dos genes da IL-2 (citocina que estimula
ativagcdo e proliferagao de linfocitos T) e de seu receptor (Belvisi, 2004). A produgdo de

prostanoides ¢ reduzida nos asmaticos tratados com glicocorticdides, devido a inibigdo da
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expressdo de ciclooxigenase-2 promovida pelo farmaco (Belvisi, 2004). A diminui¢do da
expressao de citocinas T2 e de quimiocinas envolvidas na patogénese da asma leva a uma

redu¢do no recrutamento, maturacao e ativacao de eosinodfilos e mastocitos (Belvisi, 2004).

Os principais farmacos inalados utilizados para o tratamento de individuos asmaticos

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

Na asma grave o uso de glicocorticoides inalados muitas vezes tem que ser associado
ao glicocorticoide oral para reduzir a constancia e a gravidade das crises. Os glicocorticoides
orais acarretam um grande numero de efeitos colaterais, que muitas vezes limitam o uso do
farmaco a longo prazo. Além disso, mesmo glicocorticoides inalados podem ser absorvidos
para a circulacdo sistémica através dos pulmdes ou da ingestdo parcial do farmaco,

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

Os efeitos indesejaveis dos glicocorticoides sdo freqlientemente observados com o uso
de grandes doses ou com administracdo prolongada. Estes efeitos incluem: a supressdo da
imunidade, reduzindo respostas a infec¢des microbianas; a insuficiéncia supra-renal aguda e
deficiéncias no metabolismo, tendo como conseqiiéncia a osteoporose (Chikanza e cols.,
2003). Em criangas, os efeitos metabolicos podem resultar em inibi¢do do crescimento
(Chikanza e cols., 2003). Outros efeitos toxicos incluem glaucoma, elevacdo da pressdao
intracraniana, hipercoagulabilidade do sangue, febre, distarbios no ciclo menstrual e

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

Além dos efeitos colaterais acarretados devido ao tratamento a longo prazo, ¢
importante ressaltar que alguns pacientes asmaticos ndo respondem ao tratamento com
glicocorticdides sistémicos e inalados, independente da dose e do periodo de tratamento (Sher
e cols., 1994). Diversos mecanismos que levam a resisténcia aos glicocorticdides foram
descritos (Chikanza e cols., 2003). O neuropeptideo pro-inflamatoério prolactina, por exemplo,
pode agir como um antagonista endogeno dos glicocorticdides. A prolactina age aumentando
a expressao ¢ a ativacao do fator de transcricdo STATS, o qual pode se ligar ao receptor GRa
impedindo sua ligacdo ao glicocorticoide, reduzindo assim a atividade deste hormodnio

(Chikanza e cols., 2003).

O microambiente de citocinas também pode induzir a resisténcia aos glicocorticoides.
A citocina MIF (macrophage migration inhibitory factor) contrapde os efeitos
antiinflamatorios e imunossupressores dos glicocorticoides endogenos ou exdgenos (Flaster e
cols., 2007). O acréscimo das citocinas IL-2 e IL-4 in vitro, reduz a inibigao da proliferacao

induzida por dexametasona. Este efeito pode ser mediado por altera¢des no splicing do RNA
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mensageiro de GRa e na afinidade deste receptor pelos glicocorticoides, como observado em
pacientes asmaticos (Kam e cols., 1993). Além disso, estudos com pacientes asmaticos
resistentes aos glicocorticoides demonstraram que estes individuos exibem uma super-
expressdo dos receptores GR3 em células mononucleares, quando comparados aos asmaticos

sensiveis ao tratamento com glicocorticoide (Chikanza e cols., 2003).

Portanto, individuos asmaticos resistentes aos glicocorticoides e asmaticos graves, que
precisam fazer uso a longo prazo desse farmaco necessitam de terapias antiinflamatorias

alternativas.
1.4.1.2 Estabilizadores de mastocitos

A principio achava-se que o efeito antiinflamatoério do cromoglicato de soédio era
devido unicamente a sua acdo direta sobre mastdcitos, impedindo a liberagdo de histamina.
No entanto observou-se que inibidores da liberagdo de histamina mais potentes do que o
cromoglicato de s6dio ndo produziam efeitos antiasmaticos nos seres humanos (Barnes,
2004). Apesar do cromoglicato de sodio e a substancia relacionada, nedocromil sddico,
apresentarem agdes inibitorias das disfuncgdes caracteristicas da asma, seu mecanismo de agao

ainda ndo esta totalmente esclarecido.

O tratamento com cromoglicato de sédio reduz tanto a inflamacdo das vias aéreas
quanto mecanismos neurogénicos associados a hiperreatividade das vias aéreas na asma,
provavelmente devido a depressdo dos reflexos neuronais (Storms and Kaliner, 2005). Além
disso, foi observado que, em pacientes asmaticos, o tratamento com cromoglicato de sédio

reduziu a bronconconstri¢ao induzida pelo desafio com carbacol (Storms and Kaliner, 2005).

Os efeitos colaterais do cromoglicato de sddio sdo reduzidos sendo restritos aos efeitos
de irritagdo das vias aéreas superiores. Contudo, sua eficiéncia ¢ considerada menor do que
baixas doses dos glicocorticoides inalados, provavelmente devido a curta duracdo da acgdo
deste farmaco (Barnes, 2004). Além disso, devido a sua curta acdo, 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 ;-adrenérgicos

O alvo dos agonistas dos receptores Pr-adrenérgicos ¢ principalmente a célula da
musculatura lisa das vias aéreas, a qual em humanos expressa 3,-receptores desde a traquéia

até os bronquiolos terminais (Hamid e cols., 1991). Os [,-agonistas sdo antagonistas
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fisiologicos, que tém como principal acdo a broncodilatag¢do, sendo assim, podem prevenir e
reverter os efeitos das substincias broncoconstritoras, incluindo LTD4, acetilcolina,

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

Os [;-agonistas inibem a neurotransmissao colinérgica nas vias aéreas humanas, o que

pode resultar na redug@o da broncoconstri¢do, induzida por esta via (Barnes, 1997).

Estes broncodilatadores s3o os mais utilizados para o tratamento da asma, sendo que
os [3-agonistas de curta duracdo, como o albuterol e a terbutalina, provém o alivio dos
sintomas rapidamente (Barnes, 1997). Os ,-agonistas de longa duracao foram desenvolvidos

para reduzir o nimero de administragdes necessarias para manter o asmatico estavel.

Relatos na literatura demonstram que € possivel a manutengdo da patologia da asma
somente com a utilizacdo dos [3,-agonistas devido ao alivio imediato dos sintomas, porém ¢
controverso o papel desse farmaco como antiinflamatorio. O efeito da utilizacdo de B,-
agonistas como Unica terapia resultou numa reducdo da funcao pulmonar e no agravamento da
inflamagdo (Nelson, 2006). Como resultado da falta de atividade antiinflamatoria deste
medicamento, o guia para diagnostico e manutencdo da asma do US National Heart, Lung,
and Blood Institutes (NHLBI) colocou em 1997 que os P,-agonistas inalados de longa
duragdo devem ser usados somente associados ao medicamento antiinflamatorio (Nelson,

2006).

A utilizacdo dos B,-agonistas combinado com os glicocorticoides inalados parece ser a
melhor estratégia terapéutica até hoje, inclusive os efeitos de ambos os medicamentos sdo
melhorados quando administrados em conjunto (Barnes, 1997, Nelson, 2006). Andlises in
vitro demonstraram que a ativacdo do receptor P,-adrenérgico por [,-agonistas de longa
duragdo ativam o receptor de glicocorticdides (GR), promovendo a translocagdo mais rapida
do receptor para o nucleo, o que foi associado ao aumento do efeito antiinflamatério (Usmani
e cols., 2005). Além disso, experimentos em modelos animais demonstraram que o pré-
tratamento com glicocorticoide protege contra a redugdo da producdo de receptores [3,-

adrenérgicos produzida pela longa exposi¢ao aos [3;-agonistas (Mak e cols., 1995).

Embora os agonistas dos receptores P,-adrenérgicos sejam a terapia de escolha para
controlar a broncoconstricdo na asma, eles também promovem efeitos adversos em alguns
pacientes. Os efeitos colaterais sao pequenos nos pacientes que utilizam baixas doses de [B»-
agonistas inalados. Contudo, pacientes com asma grave, que precisam de altas doses de 3,-
agonista inalado ou oral, podem sofrer alguns efeitos indesejaveis do medicamento como

tremores musculares, taquicardias, palpitagdes e inquietacdes (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 doencgas
pulmonares obstrutivas cronicas (COPD). Os efeitos clinicos eram atribuidos totalmente a

broncodilata¢do provocada por esse farmaco.

O mecanismo de agdo pelo qual a teofilina induz a broncodilatagio ¢,
predominantemente, a inibigdo ndo-seletiva de fosfodiesterases (PDE), com conseqiiente
aumento de cAMP (Boswell-Smith e cols., 2006). No entanto em pequenas concentragdes, o
tratamento com teofilina também possui acdes antiinflamatdrias e imunomoduladoras, as
quais podem contribuir para a eficacia desse medicamento no tratamento de pacientes com
asma (Sullivan e cols., 1994).

A maior vantagem da teofilina ¢ que sua administragdo pode ser feita pela via oral, e
apesar do broncodilatador convencional na terapia da asma atualmente ser o ,-agonista, a
teofilina ainda ¢ administrada em pacientes com asma grave que sdo resistentes ao tratamento
com glicocorticoides (Boswell-Smith e cols., 2006). Uma grande razdo para a queda da
popularidade do uso da teofilina ¢ a freqiiéncia de efeitos colaterais, como nauseas, anorexia ¢
vOmitos. A freqliéncia aumentada de efeitos adversos pode ser originada devido a estreita
janela terapéutica da teofilina (Barnes, 1997). Um outro problema deste farmaco ¢ que ele ¢
metabolizado no figado, pelo sistema do citocromo P450 e, conseqiientemente, ¢ implicado
em interacdes com diversas drogas comumente prescritas. Essas interagdes podem implicar no
aumento ou na diminuicdo da concentragdo plasmatica da teofilina (Boswell-Smith e cols.,

2006).
1.4.2.3 Antagonistas do receptor de cisteinil leucotrienos

O receptor CysLT1 medeia a contracdo das células musculares lisas das vias aéreas,
extravasamento plasmatico e secrecdo de muco (Scow e cols., 2007). Os antagonistas do
receptor CysLT1, montelukast, pranlukast e zafirlukast, bem como o inibidor da sintese de
leucotrienos, zileuton sdo medicamentos eficazes contra a broncoconstri¢do (Fernandes and
Goldie, 2003). Na asma alérgica, os antagonistas do receptor CysLT; foram capazes de
atenuar a hiperresponsividade ao desafio alergénico (Fernandes and Goldie, 2003). Estes
antagonistas também foram eficazes na inibi¢do do broncoespasmo (Fernandes and Goldie,
2003). A adicao dos anti-LTs a terapia com glicocorticoides inalados promove uma melhora
dos sintomas dos pacientes asmaticos e reduz a dose de glicocorticéide necessaria para a

manuten¢ao didria da doenga (Fernandes and Goldie, 2003).
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Os anti-LTs comerciais estdo disponiveis em comprimido facilitando a medicac¢do dos
asmaticos. Apesar do anti-LTs terem sido um sucesso clinico na asma, eles ainda sdo

considerados menos eficientes e mais caros do que as terapias convencionais (Barnes, 2004).
1.5  Outras estratégias terapéuticas
1.5.1 Lidocaina como uma alternativa para o tratamento da asma

A lidocaina ¢ um anestésico local, cuja principal agdo ¢ o bloqueio dos canais de sodio
voltagem-dependente, causando uma inibi¢do reversivel da transmissdo nervosa € um
bloqueio da fungdo neuronal em uma area circunscrita do corpo (Chernoff and Strichartz,
1990, Hollmann and Durieux, 2000). Além de sua disseminada utilizacdo como anestésico
local, a lidocaina também ¢ usada clinicamente como um agente antiarritmico, ja que possui
atividade no sistema cardiovascular, resultando principalmente na depressdo miocardica e
vasodilatagdo (Benz and Kohlhardt, 1991). Nao obstante, os anéstesicos locais do tipo amida,
como a lidocaina e a bupivacaina, sdo capazes de inibir a corrente de célcio, o que pode estar
relacionado aos seus efeitos antiarritmicos (Benz and Kohlhardt, 1991, Coyle and Sperelakis,
1987).

Os efeitos antiinflamatoérios da lidocaina estdo associados com a inibi¢ao da funcio de
células inflamatérias como neutrofilos, eosinofilos, macrofagos e linfocitos Ty2. Este farmaco
pode agir destruindo a integridade funcional das estruturas do citoesqueleto, interferindo em
processos celulares dependentes de Ca’’, e podem interagir com lipidios membranares
afetando a proliferacdo, ativacdo e a migracao de células polimorfonucleares (Hollmann and
Durieux, 2000). De especial interesse para o estudo da asma, foi a descoberta de que a
lidocaina usada nas broncoscopias era um fator inibitério da sobrevida e da ativagcdo dos
eosinofilos provindos de pacientes asmaticos (Ohnishi e cols., 1996). Mesmo na presenca de
citocinas T2 estimulantes da sobrevida e da ativagdo dos eosinoéfilos, a lidocaina foi capaz de
induzir a apoptose celular, efeito este que ndo pode ser vinculado ao bloqueio dos canais de
Na' (Ohnishi e cols., 1996, Okada e cols., 1998). A lidocaina in vitro também foi capaz de
bloquear a liberagdo de histamina de mastocitos e basofilos estimulados (Yanagi e cols.,
1996). Além disso, Tanaka e cols. (2002) demonstraram que o tratamento com lidocaina in
vitro poderia reduzir a proliferacdo e ativacdo de linfocitos Ty2 humanos, provindos de

individuos asmaticos (Tanaka e cols., 2002).

A descoberta da inibicdo da sobrevida dos eosinéfilos acarretou uma série de testes
clinicos com pacientes asmaticos e/ou individuos com disfungdes pulmonares que
apresentavam hiperreatividade bronquica e faziam uso cronico de glicocorticoides (Decco e

cols., 1999, Groeben e cols., 1999, Groeben e cols., 2000, Hunt e cols., 1996, Rosario ¢ cols.,
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2000). Nestes ensaios observou-se que a lidocaina era um potente antiinflamatorio para o
tratamento da asma, promovendo melhora das funcdes pulmonares e reduzindo a utilizagdo
dos glicocorticoides orais e inalados (Decco e cols., 1999, Hunt e cols., 1996, Rosario e cols.,

2000).

A acdo inibitéria das funcdes das células inflamatérias aumenta a possibilidade
promissora da aplicagdo da lidocaina no tratamento de doencas inflamatorias como a asma.
No entanto, os mecanismos de a¢do pelo qual a lidocaina modula as fun¢des das células
inflamatorias permanecem pouco elucidadas (Hollmann and Durieux, 2000, Siqueira e cols.,

2005).

Os anestésicos locais, como a lidocaina, sdo muito utilizados em procedimentos nas
vias aéreas como a broncoscopia de pacientes com asma ou individuos que possuem
hiperreatividade bronquica (Miller and Awe, 1975). Estas instrumenta¢cdes podem promover
broncoespasmos graves, causando risco de vida a estes pacientes (Groeben e cols., 2000).
Algumas evidéncias na literatura demonstravam que a lidocaina administrada nas vias aéreas
de pacientes asmaticos, reduzia o fluxo das vias aéreas e aumentava a resisténcia, sendo entdo
um fator irritante de risco para esses individuos (Fish and Peterman, 1979, Miller and Awe,
1975, Weiss and Patwardhan, 1977). No entanto, foi relatado posteriormente que essa
broncoconstri¢ao era um efeito inicial, sendo minutos mais tarde observado um efeito protetor
da broncoconstri¢ao induzida pela histamina (Bulut e cols., 1996, Groeben e cols., 1999). O
efeito protetor da broncoconstrigdo induzida por histamina foi tal qual o efeito do
broncodilatador [3;-agonista, salbutamol, sendo que os dois farmacos administrados em
conjunto agiram em sinergia aumentando a broncodilatacdo (Groeben e cols., 2000). Os
principais efeitos que podem explicar essa agdo protetora da lidocaina sdo a supressao do
reflexo neuronal ¢ 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 lidocaina ndo prevenia a broncoconstricdo induzida por
metacolina, na concentragao utilizada em seu ensaio. Sabendo que a metacolina promove a
broncoconstrigao através do estimulo direto das células musculares lisas das vias aéreas,
Groeben e Peters (2007) propuseram que a atenuacdo da broncoconstrigao induzida por
histamina e por irritacdo mecanica conseqlientes da inalacdo de lidocaina, fossem efeitos

diretos deste farmaco nas estruturas neuronais, atenuando os reflexos.

Os efeitos adversos do tratamento de pacientes asmaticos com lidocaina estao
relacionadas ao seu efeito anestésico, sendo os mais comuns a irritagdo de vias aéreas, a perda

de sensibilidade temporaria da orofaringe ¢ 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 neurotoxicos levando pacientes a
convulsdes, seguido de coma e depressao respiratoria (McCaughey, 1992). Os efeitos sobre o
sistema nervoso central geralmente ocorrem quando a lidocaina ¢ administrada
sistemicamente e esta associada com o bloqueio seletivo das sinapses inibitorias de neurdnios
corticais (Tanaka and Yamasaki, 1966). Além disso, pode ocorrer a toxicidade cardiovascular,

reduzindo a contratilidade e a condugdo do estimulo (McCaughey, 1992).
1.5.2 JMF2-1

Em 2001, Groeben e cols. demonstraram que o efeito anestésico das vias aéreas,
produzido pela lidocaina, ndo explicava a atenuacdo do broncoespasmo induzido pela
histamina. Sendo assim, a acdo espasmolitica da lidocaina ndo estava associada a sua

atividade anestésica (Groeben e cols., 2001).

Com a finalidade de aprofundar o conhecimento do mecanismo de acdo dos
anestésicos locais na asma, da Costa e cols. (2007) sintetizaram um analogo estrutural da
lidocaina, que foi chamado de JMF2-1. Este andlogo, que possui uma atividade anestésica
extremamente reduzida quando comparada a atividade da lidocaina, foi testado quanto a suas
atividades antiinflamatorias e seu efeito espasmolitico (da Costa e cols., 2007). O composto
JMF2-1 foi mais eficiente do que a lidocaina em inibir a libera¢do de histamina induzida por
alérgeno e a contragdo traqueal induzida por antigeno (da Costa e cols., 2007), mesmo
possuindo atividade anestésica local significativamente reduzida. O bloqueio da contragdo
traqueal produzido pela lidocaina e pelo JMF2-1 pode estar associado ao bloqueio dos canais

de calcio (da Costa e cols., 2007).

Ratos sensibilizados e desafiados foram tratados com lidocaina 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 inibitorios no
infiltrado inflamatoério, sendo observados ntiimeros reduzidos de eosinodfilos e neutrofilos em

pulmdes de ratos tratados.

Tendo em vista os efeitos colaterais promovidos pelas estratégias terapéuticas
convencionais como os [y-agonistas e os glicocorticoides, a busca por terapias alternativas
ainda ¢ necessaria. O uso de lidocaina na asma também demonstrou uma série de limitacoes,
ja que este farmaco produz uma broncoconstri¢ao inicial em pacientes asmaticos € possui
efeitos neurotoxicos associados com o bloqueio dos canais de Na™. Sendo assim, o analogo da
lidocaina JMF2-1, sintetizado para ter atividade anestésica local reduzida, pode trazer
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beneficios clinicos no tratamento da asma, em relagdo aos anestésicos locais. Apesar dos
efeitos antiasmaticos benéficos produzidos pelo JIMF2-1, ¢ de extrema importancia o estudo
do mecanismo através do qual este composto inibe a resposta inflamatoria e outros sinais

cruciais associados a patogenia da asma.
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2.

Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi investigar o mecanismo de agdo antiinflamatério e

antialérgico do composto JMF2-1, analogo estrutural de lidocaina, visando o melhoramento

seletivo de efeitos antiinflamatérios e espasmoliticos, com atenuacdo da propriedade

anestésica local.

2.1

®.
L4

®
L4

K/
%

K/
L4

Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do tratamento com JMF2-1 aerossolizado na inflamagdo pulmonar e
hiperreatividade de vias aéreas de camundongos provocados antigenicamente,

comparado aos tratamentos com lidocaina nebulizada ¢ dexametasona sistémica

(i.p.);

Caracterizar o efeito do tratamento com JMF2-1 aerossolizado no infiltrado
inflamatério pulmonar de células T CD3", em camudongos provocados
antigenicamente, comparado aos tratamentos com lidocaina nebulizada e

dexametasona sistémica (i.p.);

Investigar o efeito de JMF2-1, lidocaina e dexametasona na producdo de citocinas

nos pulmoes de camundongos provocados antigenicamente in vivo;

Avaliar o efeito de JMF2-1, lidocaina e dexametasona na sobrevida, proliferagdo e

producdo de citocinas por linfocitos 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 Farmacodindmica com
temperatura ¢ umidade controladas (21£2°C, 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 Comissao
de Etica no Uso de Animais de Laboratério da Fundagdo Oswaldo Cruz (Licenga 0085/2001).
Os camundongos DO11.10 (TCR Tg OVA) foram fornecidos pelo Dr. Jodo Viola da Divisdo
de Biologia Molecular do Instituto Nacional do Cancer (INCA).

3.2  Protocolo de sensibilizacio e desafio antigénico

A sensibilizacdo ativa foi realizada através da injecdo subcutanea dorsal de uma
suspensao contendo salina e ovoalbumina (50 pg), emulsificada em 5 mg de gel de hidroxido
de aluminio, num volume final de 200 pl. Apos 14 dias, os animais receberam um reforco
antigénico (Booster) intraperitoneal com a mesma solugdo usada na sensibilizagdo. Os
camundongos foram submetidos ao desafio antigénico aerossol nos dias 19-21 pos-
sensibiliza¢ao. A nebulizacdo com ovalbumina 2% ocorreu durante 30 minutos. As solugoes
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 lidocaina, JMF2-1 e dexametasona

A lidocaina e o analogo JMF2-1 foram diluidos 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 apds cada desafio.

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

dia uma hora antes do desafio.
3.4  Medida de hiperreatividade bronquica

A avaliag@o da hiperreatividade bronquica foi realizada utilizando-se um método ndo
invasivo de monitoramento da fun¢do pulmonar, a pletismografia barométrica de corpo inteiro
(Buxco, Troy, NY) (Hamelmann e cols., 1997). Os animais foram colocados individual e
isoladamente em uma cémara, 24 horas apds cada desafio, e aerossolizados por 2,5 minutos

com PBS e os valores foram registrados em Penh (indice de obstrucdo das vias aéreas).
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Aerossolizagdes com metacolina (6; 12 e 25 mg/ml) foram realizadas, logo em seguida, nas
mesmas condicoes, e os valores de Penh também foram registrados. Os calculos de Penh sdo

realizados como demonstrado a seguir:

Penh (Enhanced Pause)= PEP x Pause
PIP

Sendo Pause= Te-Tr
Tr

3.5  Células inflamatdrias no pulmio

Os camundongos BALB/c foram eutanasiados (pentobarbital s6dico, 500 mg/kg, i.p.)
24 horas ap6s o ultimo desafio antigénico, o pulmao foi perfundido com 20 ml de salina
através do coragdo. O pulmdo direito foi retirado, pesado e digerido com 1 ml de colagenase
0,2 %, diluido em RPMI. Para isso o pulmdo 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 pum para barrar tecidos ndo digeridos.
Leucécitos totais foram contados na cdmara de neubauer por microscopia Otica apds a
dilui¢do na solugdo de Tiirk (4cido acético 0,2 %) e expressos em miligrama de pulmao.
Eosinofilos, neutrofilos e células mononucleares foram diferenciadas através da analise
morfolégica padrdo de preparacdes de citocentrifugados corados com May-Griinwald-

Giemsa.
3.6 Lavado broncoalveolar

Os camundongos BALB/c foram canulados e seus pulmdes foram lavados com um
volume de 1 ml de soro fisiologico. As células retiradas do lavado broncoalveolar foram
contadas na cadmara de Neubauer segundo as descri¢gdes acima. 250 pl das amostras foram
utilizados para cito-centrifugacdo (350 RPM). Eosinofilos, neutréfilos e células
mononucleares foram diferenciados através da analise morfoldgica padrao de preparagdes de

citocentrifugados corados com May-Griinwald-Giemsa.

A caracterizagdo fenotipica das células do lavado broncoalveolar foi realizada através
da marcacdo com anticorpos monoclonais contra moléculas de superficie especificas para
cada subtipo de linfocito, com posterior analise por citometria de fluxo (Papiris e cols., 2005).
Os camundongos BALB/c foram canulados e seus pulmdes foram lavados com um volume de
1 ml de soro fisiolégico, com trés lavagens sequenciais. As células recolhidas do lavado

broncoalveolar dos dez animais do grupo salina foram analisadas em um unico pool. Nos
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grupos de animais desafiados com OVA e nos desafiados e tratados com dexametasona
sistémica (1 mg/kg), IMF2-1 ou lidocaina aerossol (2 %) foram analisados cinco pools de
células de cada dois camundongos. As células (10%) de cada grupo foram plaqueadas e
permaneceram incubadas com soro normal de camundongo, a fim de bloquear possiveis
ligacdes inespecificas. Apds o bloqueio, as células foram marcadas com anticorpos
monoclonais especificos para os receptores de membrana CD3 (FITC), CD4 (PE) e CDS8 (CY)
diluidos 1:100 (Pharmingen) durante 30 minutos. Apds a marcacao, as células foram lavadas
com 100 pl de PBS 1 % e centrifugadas (1500 RPM por 10 minutos) para descartar o
sobrenadante de PBS com o excesso de anticorpos que ndo se ligaram. Estas células foram
entdo fixadas com paraformaldeido 1 % e levadas ao citdometro de fluxo FACS Calibur, onde
foram analisadas quanto ao seu tamanho, granulosidade e fluorescéncia (Papiris e cols.,
2005). O percentual de células positivas para cada sub-populacado linfocitéaria foi analisado no
programa WinMDI 2.9. Para andlise do nimero de células CD3'CD4" e CD3'CDS§"
encontradas no lavado broncoalveolar dos grupos experimentais a avaliacdo foi feita na regido
(gate) de células com tamanho e granulosidade correspondente aos linfocitos. A partir desta
regido os linfocitos T (CD3") foram avaliados em um Dotplot, divindo-se dentro da populagio
CD3" as células que ndo eram nem CD4", nem CD8", as células somente CD4" ou somente
CDS8" e as células duplo positivas. O programa WinMDI 2.9 forneceu o percentual de células
CD3'CD4" e CD3'CDS8" sendo o valor de 100 % correspondente ao niimero de células
adquiridas pelo citdometro (10.000 células). Sendo assim, relacionamos esse total com o
numero de leucdcitos contados na camara de neubauer em cada pool, chegando ao valor final

do numero de células CD3'CD4" e CD3"CD8" encontrados no lavado.
3.7  Quantificacio de citocina de explante pulmonar

Pulmdes dos camundongos BALB/c foram removidos 24 horas apds o ultimo desafio e
perfundidos com 20 ml de salina através do cora¢d@o. O pulmao direito foi cortado em 16
pedacos e cada 4 pedacos foram colocados em um pogo, numa placa de 24 pogos. Esses
pulmdes ficaram em cultura por 24 horas a 37 °C e 5 % de CO; no meio DMEM (Sigma),
sem adicdo de soro ¢ com adicdo de penicilina. Os sobrenadantes dos pulmdes, somente na
presenca de meio ou estimulados com 0,5 mg/ml de OVA (Sigma), foram coletados e
armazenados a — 20 °C até o uso. A producdo espontinea de citocinas foi avaliada
adicionando-se somente PBS 1 % estéril. A OVA foi adicionada em alguns pogos para induzir

a producdo de citocina através de uma provocagdo antigénica in vitro.

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

com a técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). O anticorpo capturador (100
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pl por poco) foi usado para recobrir a placa, a qual permaneceu incubada em temperatura
ambiente por 18 horas. A placa foi lavada e bloqueada para ligagdes inespecificas com PBS —
BSA 1 % (250 pl por pogo), o qual permaneceu em contato com o anticorpo capturador
durante 1 hora. Apos esta incubacdo ocorreu outra lavagem, seguida das amostras e dos
padroes com diluicdo seriada nas concentragdes indicadas nos kits. Essa incubagdo
permaneceu durante 18 horas na temperatura de 4° C. A placa foi entdo lavada para adi¢do do
anticorpo de deteccdo conjugado com streptavidina —HRP, permanecendo incubado por 1
hora. Apds esse tempo, a placa foi lavada novamente e adicionou-se a enzima (1 hora). O
substrato (K-Blue) foi adicionado e a reacdo foi interrompida com H,SO4 nas concentragdes
indicadas nos kits. Os resultados obtidos foram expressos por mg de tecido pulmonar, sendo

que os explantes foram pesados apods a retirada do sobrenadante.
3.8 Proliferacio e producio 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 10%) foram plaqueadas e os estimulos foram adicionados concomitantes aos
tratamentos. Como estimulo antigénico, foi utilizado a ovoalbumina 0,5 mg/ml em cada pogo
e trés concentragOes diferentes de dexametasona (5, 50 e 500 pg/ml), lidocaina e JMF2-1
(100, 300 e 600 uM) foram analisadas. Nas células ndo estimuladas foi adicionado PBS 1 %,
sendo este o veiculo usado para diluir os compostos JMF2-1, lidocaina ¢ dexametasona. Apos
72 horas na estufa & 37°C - 5% CO, a placa foi retirada ¢ 1 uCi de timidina tritiada
(Amersham Corp, Arlington Heights, I11) foi adicionado por pogo, permanecendo durante 8
horas. Apds o pulso, a placa foi retirada da estufa e congelada. Para realizar a leitura da
proliferagdo, as células foram recolhidas no Cell Harvester para um papel onde o DNA da
célula permanece. Este papel permaneceu secando durante 24 horas e entao recebeu 2 ml do
liquido de cintila¢ao. Estes tubos contendo o papel com o DNA das células e o liquido de

cintilagdo foram analisados no cintilador (Beckmand LS 6500).

O sobrenadante destas células foi recolhido 72 horas apds a estimulagdo para analise
de secregdo 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, lidocaina e JMF2-1

foram recolhidas 72 horas ap6s o estimulo e o tratamento. Estas células foram
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permeabilizadas e marcadas com iodeto de propideo de acordo com as instrugdes do kit e
analisadas no citdmetro de fluxo (FACS Calibur). O iodeto de propideo intercala o DNA,
permitindo uma andlise das fases do ciclo celular e da degradagdo deste, resultado

caracteristico da apoptose.

Para avaliar a apoptose inicial, estas células foram marcadas com Anexina V e iodeto
de propideo (PI) (Biosource), nos tempos de 3, 6, 24 e 48 horas apds o estimulo e tratamento,

e em seguida analisadas no citometro de fluxo (FACS Calibur).
3.10 Analise estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. As analises estatisticas
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, lidocaina ou dexametasona na

hiperreatividade das vias aéreas

A hiperreatividade ¢ uma das principais caracteristicas que definem a asma (Cohn e
cols., 2004), sendo assim, investigamos no modelo experimental murino (Figura 4.1) a
resposta ao desafio antigénico com ovoalbumina e o efeito dos tratamentos com
dexametasona, lidocaina e JMF2-1 sobre a hiperresponsividade gerada.

Antes de promover a broncoconstricdo com metacolina as vias aéreas dos animais dos
diferentes grupos experimentais foram avaliadas e ndo foi observada obstrucao destas vias no
tempo analisado, de 24 horas apds o ultimo desafio antigénico (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 ) ap6s o estimulo broncoconstritor da
metacolina. A hiperreatividade dos animais desafiados com OV A foi observada em resposta a
provocacdo com metacolina aerossolizada nas concentragoes 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 %),
lidocaina (2 %) ou dexametasona (1 mg/kg i.p.) ndo alteraram os valores basais de Penh, os
quais sdo utilizados neste bioensaio como um indice de obstrugdo das vias aéreas. Entretanto,
todos estes tratamentos inibiram a hiperreatividade nas trés concentragdes de metacolina

utilizadas (Figura 4.2).
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Desafio - Aerossol: OVA 2% Analises

o

dia i 1 4 3 i ;I 22

L..__________________________________________________________________ |
Sensibilizagdo s.c. Reforgo i.p. v W WU
OVA + AI(OH), OVA + AI(OH), 8h 8h 8h

Tratamento (Aerossol) concomitante
ao desafio e 8 h apés

Figura 4.1: Esquema do modelo de asma aguda em camundongos BALB/c. Os animais foram
sensibilizados subcutaneamente no dia 0 com ovoalbumina e hidroxido de aluminio. Quatorze
dias depois, os animais receberam um refor¢o da sensibilizagdo com ovoalbumina e hidroxido
de aluminio 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 lidocaina 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 nebulizacdo de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %), ou lidocaina (2 %) e
da administragdo intraperitoneal de dexametasona (1 mg/kg) em camundongos desafiados
com OVA 2 %, sobre a hiperreatividade das vias aéreas, medido em Penh apés acrossolizagao
com metacolina (6,12 e 25 mg/ml), 24 horas ap6s o ultimo desafio antigénico. Os resultados

-+

representam média + erro padrdo (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, lidocaina ou dexametasona no infiltrado

inflamatério pulmonar

Fatores como a inflamacdo, didmetro reduzido das vias aéreas, aumento da
contratilidade das células musculares, dano epitelial, disfungdo na regulagdo neuronal,
aumento da permeabilidade microvascular e mediadores inflamatorios espasmégenos estdo
associados a hiperresponsividade (Cohn e cols., 2004). Sabendo da importancia do quadro
inflamatorio na evolugdo da patologia da asma, avaliamos o infiltrado inflamatério pulmonar
no modelo murino experimental e analisamos o efeito dos tratamentos nestas células.

O animais do grupo salina apresentaram aproximadamente 5 x 10* leucécitos totais
indicado por contagens das amostras dos tecidos digeridos (Figura 4.3). A provocacdo
antigénica com ovoalbumina promoveu um macigo infiltrado leucocitario pulmonar (Figura
4.3). Os tratamentos com dexametasona sistémica (1 mg/kg) e IMF2-1 aerossol (0,5 — 2 %)
reduziram o numero de leucocitos totais infiltrantes nos pulmdes dos camundongos, sendo
comparado aos valores encontrados nos camundongos desafiados com salina (Figura 4.3). O
tratamento com lidocaina ndo promoveu reducdo significativa dos leucdcitos totais (Figura
4.3).

Grande parte dos leucdcitos totais encontrados nos grupos experimentais eram células
mononucleares, no entanto nao foi observada diferenca significativa entre o nimero de células
mononucleares nos pulmodes dos camundongos desafiados com salina e dos camundongos
desafiados com OVA (Figura 4.3).

O aumento do nimero de leucocitos totais dos animais desafiados com ovoalbumina
foi marcado pelo aumento significativo do nimero de eosindfilos (Figura 4.3). Os tratamentos
com JMF2-1 nebulizado (0,5 — 2 %), lidocaina aerossol (2 %) e dexametasona sistémica (1
mg/kg) foram igualmente eficazes em promover a inibigdo total do influxo de eosinofilos para
os pulmdes (Figura 4.3 ). A inibi¢do do influxo de eosinéfilos induzido pelo composto JMF2-
1 ndo foi dependente da dose na faixa de doses empregada, ja que as trés doses demonstraram
0 mesmo percentual de inibicao.

O infiltrado de neutrofilos no pulmao nao aumentou 24 h apds a aplicagao do estimulo
antigénico (Figura 4.3), sendo observado um aumento do nimero destas células em

camundongos tratados com dexametasona.

Nossos achados demonstraram também significativo aumento de células leucocitarias
recuperadas no lavado broncoalveolar dos animais sensibilizados e provocados
antigenicamente, com um importante predominio do infiltrado eosinofilico (Figura 4.4).

Apenas o tratamento com JMF2-1 (2 %) reduziu o nimero de leucocitos totais no lavado
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broncoalveolar de camundongos desafiados com antigeno (Figura 4.4). O namero de
eosinodfilos encontrados nas vias aéreas dos camundongos desafiados com OVA foi
aproximadamente 500 vezes maior do que o numero de eosindfilos encontrados em
camundongos desafiados com salina (Figura 4.4). O tratamento com o composto JMF2-1
inibiu este fenomeno de forma dose-resposta dependente (Figura 4.4), sendo que o tratamento
com JMF2-1 (2 %) promoveu uma reducdo de aproximadamente 75 % dos eosinodfilos

encontrados no BAL.

Dentre as células mononucleares encontradas nos pulmdes de camundongos
desafiados com OVA, os linfécitos T sdo de extrema importancia no desenvolvimento da
resposta asmatica. Os linfocitos T CD4 diferenciados no subtipo Ty2 sdo células centrais na
patogénese da asma, ja que produzem citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias responsaveis

pela migragdo e ativacao de demais células inflamatorias, como eosinofilos (Renauld, 2001).

Sabendo do importante papel dos linfocitos T na asma investigamos a quantidade de
linfécitos T CD4 auxiliares e linfocitos T CD8 citotoxicos no lavado broncoalveolar de
camundongos desafiados. Os animais que foram desafiados com ovoalbumina apresentaram
grande ntimero de linfocitos nas vias aéreas, quando comparados aos animais desafiados com
salina (Figura 4.5). Apesar de observarmos aumento nas duas subpopulacdes de linfocitos T,
nos animais desafiados com OVA, o numero de linfocitos T CD4 encontrados foi
aproximadamente sete vezes maior do que o nimero de linfocitos T CD8. Os tratamentos com
dexametasona sistémica (1 mg/kg), lidocaina (2 %) e JMF2-1 (2 %) nebulizados foram
capazes de reduzir o influxo de linfocitos T CD4 e CDS para as vias aéreas dos camundongos

desafiados com OVA (Figura 4.5).
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Figura 4.3: Efeito da nebulizagdo de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %), ou lidocaina (2 %) e
da administracdo intraperitoneal de dexametasona (1 mg/kg), em camundongos desafiados
com OVA 2%, sobre o infiltrado de leucocitos totais, células mononucleares, eosinofilos e
neutrofilos no tecido pulmonar digerido 24 horas apds o ultimo desafio. Os resultados
representam média + erro padrdo (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 nebulizacdo de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %) no actmulo de
leucdcitos totais e eosindfilos no lavado broncoalveolar de camundongos desafiados com
OVA 2 %, avaliado 24 horas apds o ultimo desafio. Os resultados representam média * erro
padrio (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 nebulizacdo de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %), ou lidocaina (2 %) e
da administragd@o intraperitoneal de dexametasona (1 mg/kg) sobre o infiltrado linfocitario no
lavado broncoalveolar (BAL), das vias aéreas de camundongos desafiados, 24 horas apos o
ultimo desafio. Os resultados representam média + erro padrao (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, lidocaina ou dexametasona na

producio de citocinas por explantes pulmonares provenientes de animais asmaticos

Os linfoécitos T CD4 Ty2 participam ativamente da resposta asmatica, sendo que seu
principal papel esta associado ao aumento da produc@o de mediadores inflamatorios como as
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Este aumento de citocinas T2 ja foi descrito em células isoladas
(Webb e cols., 2000) e no BAL (Tomkinson e cols., 2001), apds uma estimula¢do antigénica.
Uma forma de avaliar-se a produgdo de citocinas pelas células dos pulmdes de animais
desafiados antigenicamente ¢ através da técnica de explantes pulmonares mantidos em cultura
(Proust e cols., 2003).

Observamos na figura 4.6 que a producao espontanea de IL-4 (A), IL-5 (C) e IL-13 (E)
apresentou-se aumentada nos camundongos desafiados durante trés dias consecutivos com
OVA 2 %, comparada com a produgdo destas citocinas pelos pulmdes dos camundongos
desafiados com salina. Os tratamentos com JMF2-1 (0,5 — 2 %), lidocaina (2 %) ou
dexametasona (1 mg/kg) inibiram a produgdo espontinea das citocinas 1L-4, IL-5 e IL-13,
detectadas no sobrenadante das culturas de explante pulmonar, 24 horas apds a incubagao
(Figura 4.6 A, C e E, respectivamente). Apos um desafio antigénico in vitro (OVA 0,5 mg/ml)
com duragdo de 24 horas, a liberagao de citocinas pelos explantes pulmonares de todos os
grupos experimentais aumentou com relacdo a producdo espontinea observada anteriormente
(Figura 4.6 B, D e F). Este aumento foi observado principalmente nos grupos experimentais
dos camundongos desafiados com OVA. Somente a producdo de IL-4 foi inibida por todos os
tratamentos apods este desafio antigénico in vitro (Figura 4.6 B). O tratamento in vivo com
dexametasona ndo reduziu a producdo de IL-5 apds o desafio antigénico in vitro, no entanto
observamos uma tendéncia em reduzir a liberacdo desta citocina (Figura 4.6 D). A liberacdo
de IL-13, apds o desafio antigénico in vitro, foi inibida apenas naqueles animais previamente

tratados com dexametasona (Figura 4.6 F).

Nao houve aumento significativo na producdo espontdnea da citocina IFN-y nos
camundongos desafiados com OVA, quando comparados aos controles desafiados com salina
(Figura 4.6 G). Apo6s o estimulo in vitro com OVA (0,5 mg/ml) ndo observamos diferencas

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 nebulizacdo de 30 minutos com JMF2-1 (0,5-2 %), ou lidocaina (2 %) e
da administracao intraperitoneal de dexametasona (1 mg/kg) sobre a produgdo de citocinas
liberadas pelos explantes pulmonares dos camundongos desafiados com OVA 2 %. Os
explantes dos pulmoes retirados 24 horas ap6s o ultimo desafio antigénico permanecem 24
horas em cultura, sendo estimulados com salina ou com 0,5 mg/ml de OVA in vitro. Os
resultados representam média + erro padrio (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, lidocaina e dexametasona sobre a

producio de citocinas por células dos linfonodos estimuladas antigenicamente in vitro

A fim de caracterizar o efeito direto do composto JMF2-1 sobre linfocitos T2, células
dos linfonodos dos camundongos DOI11.10 (TCR Tg) foram utilizadas em cultura. Os
camundongos DO11.10 carregam um transgene, o qual codifica um TCR especifico para o
peptideo OV A33.330 de galinha, em mais de 97% dos seus linfocitos T periféricos (Murphy e
cols., 1990). O desafio com OVA (0,5 mg/ml) e os tratamentos com lidocaina (100, 300 e 600
uM), JMF2-1 (100, 300 e 600 uM) ou dexametasona (100 uM) foram realizados
concomitantes ao desafio. As células permaneceram em cultura por 72 horas. O estimulo com
OVA induziu a liberagdo das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-y, sendo que a produgao de IL-
13 e IFN-y foi 10 vezes maior do que a produgdo de IL-4 e IL-5 (Figura 4.7 A, B, Ce D). O
tratamento com dexametasona (100 uM) aboliu a produgdo de IL-5 e IFN-y, além de reduzir
de forma significativa a producdo de IL-4 e IL-13 (Figura 4.7 A, B, C e D). A lidocaina (600
1M) inibiu apenas a liberagdo de IL-13, sendo que todas as concentragdes de lidocaina
utilizadas aboliram a producdo de IFN-y (Figura 4.7 C e D). O tratamento com JMF2-1 em
cultura, assim como a dexametasona, provocou uma marcada redu¢ao na liberagao de todas as
citocinas avaliadas, sendo que apenas estes tratamentos inibiram a producdo de IL-4 e IL-5
(Figura 4.7 A e B). Os tratamentos com JMF2-1 (300 e 600 uM) reduziram a liberacdo de IL-
5 e IL-13, e a producdo de IFN-y foi totalmente inibida por todas as concentragdes desse
composto. A maior concentracdo do composto JMF2-1 inibiu drasticamente a producdo de IL-

4.
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Figura 4.7: Efeito do tratamento in vitro com JMF2-1 (100, 300 e 600 uM), lidocaina (100,
300 e 600 uM) ou dexametasona (100 uM), por 72 horas, sobre a secre¢do de citocinas IL-4,
IL-5, IL-13 e IFN-y, liberadas por uma cultura de linfocitos estimulados com OVA 0,5 mg/ml.
Os dados representam média + erro padrdo 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<(,001 comparado ao grupo desafiado com OVA.
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4.5  Efeito do tratamento com o composto JMF2-1, lidocaina 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 linfocitario nas vias aéreas dos camundongos desafiados antigenicamente. A fim de
elucidar qual o mecanismo pelo qual o composto JMF2-1 reduz o niimero de linfécitos
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 as células ndo estimuladas, o desafio in vitro com ovoalbumina (0,5
mg/ml) promoveu um aumento significativo da proliferacdo (Figura 4.8). Esta proliferacao foi
observada tanto pela aquisicdo e incorporagdo da timidina tritiada no DNA da nova célula
formada (Figura 4.8), quanto pelo aumento da marcagdo do DNA com iodeto de propideo (PI)
nas fases S e (G2, as quais representam as fases de sintese e de duplicacdo de DNA,
respectivamente (Figura 4.9). Os tratamentos com dexametasona (100 uM), lidocaina (600
pM) ou JIMF2-1 (300 e 600 uM) reduziram a proliferacdo das células desafiadas com OVA
(Figura 4.8), sendo que a maior concentragdo utilizada de JMF2-1 bloqueou totalmente a
proliferagdo celular (Figura 4.8). Observamos uma parada do ciclo celular principalmente nas
células estimuladas com OVA e tratadas com dexametasona (300 uM) ou JMF2-1 (300 uM)
reduzindo a entrada das células na fase de sintese e duplicagdo de DNA (Figura 4.9). O
tratamento com dexametasona reduziu em torno de 13,7 % a entrada das células nas fases de
sintese e duplicacdo de DNA, ja os tratamentos com lidocaina ¢ JMF2-1 reduziram 2,9 e 12,8

%, respectivamente.

Tanaka e cols. (2002) demonstraram que o tratamento in vitro com lidocaina ¢ capaz
de inibir a proliferacdo de linfocitos humanos estimulados com o antigeno, sem afetar a
viabilidade das células. Sendo assim, decidimos avaliar o efeito do composto JMF2-1 (300
pM) na viabilidade das células dos linfonodos dos camundongos DO11.10 estimuladas com
OVA, comparando ao efeito do tratamento com dexametasona (100 uM) e lidocaina (300
uM). Apos 72 horas do desafio antigénico e dos tratamentos as células foram permeabilizadas
e marcadas com iodeto de propideo. A auséncia de estimulo nas células desafiadas com salina
promoveu a morte de 70,2% das células (Figura 4.10). O desafio antigénico reduziu essa
marcagdo e aumentou a porcentagem de células viaveis, na fase G2 de proliferacao (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 lidocaina 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), lidocaina (300 mM) ou dexametasona (100 mM) marcamos
estas células com anexina V e iodeto de propideo. Realizamos uma analise temporal onde as
células foram tratadas por 3, 6, 24 ou 48 horas com dexametasona, lidocaina ou JMF2-1.
Observamos um aumento da apoptose inicial, quando comparadas as células estimuladas
antigenicamente, a partir de 3 horas pos-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).
Ap0s quarenta e oito horas de tratamento, ocorre uma grande reducdo do percentual de células
viaveis com conseqiiente aumento no percentual de células apoptoticas na fase tardia
promovida pelos tratamentos com JMF2-1 (300 mM), lidocaina (300 mM) e dexametasona

(100 mM) (Figura 4.14).
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Figura 4.8: Efeito do tratamento in vitro com JMF2-1 (100, 300 e 600 uM), lidocaina (100,
300 e 600 uM) ou dexametasona (100 uM), por 72 horas, sobre a proliferagdo de uma cultura
de linfocitos 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 padrdo 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 uM), lidocaina (300 uM) ou
dexametasona (100 uM), por 72 horas, sobre o ciclo celular de uma cultura de linfocitos
estimulados com OVA 0,5 mg/ml. Os dados apresentados s3o um experimento representativo
de 2 ensaios distintos onde um poo/ de células de 3 camundongos foi analisado por citometria

de fluxo.

45



Ewverts

Nao estimulado Estimulado OVA OVA + Dexametasona

a g 8 (100 pM)
702  w 5 255% 5 86.5% i
- M o mw% = /\VMIM
10° 107 oz T0* To* B o' Toz 10° ot 10% 70 0% 10* 10
FL3-H FL3-H FL3-H
OVA + Lidocaina OVA + JMF2.1
” 300 uM) % 300 uM)
5 0% w 5 T22% i
“foe 0 To® T To* “foe o oz ot Toe
FL3-H FL3-H

Figura 4.10: Efeito do tratamento in vitro com JMF2-1 (300 uM), lidocaina (300 uM) ou
dexametasona (100 uM), por 72 horas, sobre a sobrevida de uma cultura de linfocitos

estimulados com OVA 0,5 mg/ml. Os dados apresentados sdo um experimento representativo

de 2 ensaios distintos onde um poo/ de células de 3 camundongos foi analisado por citometria

de fluxo.
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Figura 4.11: JMF2-1 (300 uM), lidocaina (300 pM) nebulizados e dexametasona
intraperitoneal (1 mg/kg) induzem apoptose de células obtidas de linfonodos estimuladas com

(1))

OVA 0,5 mg/ml in vitro, analisadas trés horas ap6s a incubagao. No eixo “x” observamos a

(Y]

marcacdo com anexina V e no eixo “y” a marca¢do com iodeto de propideo. O quadrante
inferior da esquerda representa as células viaveis, o quadrante inferior da direita representa as
células que estdo em apoptose inicial, o quadrante superior da esquerda representa as células
mortas por necrose ¢ o quadrante superior da direita representa as células em apoptose tardia.
Os dados apresentados sdo 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 uM), lidocaina (300 pM) nebulizados e dexametasona
intraperitoneal (1 mg/kg) induzem apoptose de células obtidas de linfonodos estimuladas com

(1))

OVA 0,5 mg/ml in vitro, analisadas seis horas apos a incubacdo. No eixo “x” observamos a
marcacdo com anexina V e no eixo “y” a marca¢do com iodeto de propideo. O quadrante
inferior da esquerda representa as células viaveis, o quadrante inferior da direita representa as
células que estdo em apoptose inicial, o quadrante superior da esquerda representa as células
mortas por necrose ¢ o quadrante superior da direita representa as células em apoptose tardia.
Os dados apresentados sdo 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 pM), lidocaina (300 puM) nebulizados e dexametasona
intraperitoneal (1 mg/kg) induzem apoptose de células obtidas de linfonodos estimuladas com

e, ”

OVA 0,5 mg/ml in vitro, analisadas vinte e quatro horas apds a incubacdo. No eixo “x
observamos a marcagdo com anexina V € no eixo “y” a marcagdo com iodeto de propideo. O
quadrante inferior da esquerda representa as células viaveis, o quadrante inferior da direita
representa as células que estdo 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 sdo 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 4.14: JMF2-1 (300 pM), lidocaina (300 puM) 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 apds a incubacdo. No eixo “x”

(1))

observamos a marcagdo com anexina V € no eixo “y” a marcagdo com iodeto de propideo. O
quadrante inferior da esquerda representa as células viaveis, o quadrante inferior da direita
representa as células que estdo 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 sdo 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. Discussao

A asma ¢ definida como uma inflamagao cronica nas vias aéreas pulmonares causada
por fatores ambientais em individuos geneticamente pré-dispostos. Obstrucdo das vias aéreas
e hiperreatividade bronquica devido a irritantes ndo-especificos sdo os maiores sintomas da
doenca, que vem crescendo em muitos paises ¢ pode ser fatal (Barnes, 2004, Busse and
Rosenwasser, 2003). A inflamacdo ¢ uma caracteristica central na patogénese da asma. O
padrao especifico de inflamacdo nas vias aéreas inclui um denso infiltrado eosinofilico,
numeros aumentados de células Th2 e mastocitos ativados (Tattersfield AE 2002). Os
antigenos ativam mastocitos e linfocitos Th2 nas vias aéreas, os quais liberam mediadores
inflamatorios pré-formados e recém sintetizados, incluindo aminas vasoativas, mediadores
lipidicos e citocinas, como a IL-4, IL-5 e IL-13 (Barnes, 2004, Busse and Rosenwasser, 2003,

Wills-Karp, 2004).

As estratégias terapluticas convencionais consistem na utilizagdo combinada de
broncodilatadores e agentes antiinflamatorios, dentre eles os mais utilizados sd3o os [3,-
agonistas e os glicocorticoides, respectivamente (Barnes, 2004). Apesar da asma alérgica
moderada ser bem controlada com glicocorticoides inalados, alguns pacientes com quadros de
asma grave necessitam freqiientemente de glicocorticoides orais. No entanto, a utilizacdo
destes glicocorticoides 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

glicocorticoides ainda é necessaria.

A lidocaina tem despertado grande interesse como um possivel agente farmacologico
no tratamento da asma, porém sabe-se que a anestesia tdpica nas vias aéreas causa
desconforto e efeitos colaterais (Decco ¢ cols., 1999, Hunt e cols., 2004, Hunt e cols., 1996,
Rosario e cols., 2000). Dados prévios demonstraram que o andlogo da lidocaina, JMF2-1,
sintetizado para ter uma atividade anestésica local extremamente reduzida, foi mais potente do
que a lidocaina em inibir tanto o espasmo traqueal quanto em bloquear a liberacdo da
histamina (da Costa e cols., 2007). Além disso, JMF2-1 e lidocaina reduziram o actimulo de
eosinodfilos no lavado broncoalveolar de ratos desafiados antigenicamente e inibiram a
obstrucdo das vias aéreas provocada por metacolina in vivo. Esses resultados indicaram que a
substitui¢do dos radicais 2,6-dimetil por um grupo 2-trifluometil no anel benzénico da
lidocaina preservou a habilidade de prevenir aspectos chaves da resposta inflamatoria alérgica
nos pulmdes (da Costa e cols., 2007). No presente estudo, investigamos 0s mecanismos
imunoregulatorios do composto JMF2-1, comparado a lidocaina e a dexametasona. No

modelo murino de asma utilizado, o tratamento com JMF2-1 levou a uma reducdo dos
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principais padrdes caracteristicos da resposta inflamatoria na asma. Observamos que o
tratamento com o composto JMF2-1 aerossolizado, bem como com lidocaina nebulizada e
dexametasona intraperitoneal, preveniu o infiltrado eosinofilico e linfocitario nos pulmdes de
camundongos estimulados por desafio antigénico. O tratamento com JMF2-1 também foi tdo
eficiente quanto o tratamento com lidocaina e dexametasona na reducdo da hiperreatividade
induzida pela metacolina ¢ na redugdo da produgdo de citocinas pro-inflamatorias. Além
disso, demonstramos que os tratamentos in vitro com os compostos JMF2-1, lidocaina e
dexametasona inibiram a fungdo e sobrevida das células T. Os dados obtidos sugerem que a
inibicdo do infiltrado inflamatorio e da hiperreatividade, provocada pelo tratamento com
JMF2-1 aerossolizado, pode estar associada a redug¢do da produgdo de citocinas Th2 por

linfocitos e ao aumento de apoptose linfocitaria.

A inflamacdo, hiperreatividade e obstrugdo reversivel das vias aéreas sdo
caracteristicas marcantes na asma e parecem estar associadas. A hiperreatividade pode ser
definida como uma broncoconstri¢do excessiva das vias aéreas em resposta a uma variedade
de estimulos. Estudos anteriores relataram evidéncias conflitantes sobre as agdes do
tratamento com lidocaina nas vias aéreas de asmaticos, descrevendo uma broncoconstrigao
inicial seguida de um efeito protetor da constri¢do (Groeben e cols., 2001, Groeben e cols.,
2002, Hunt e cols., 2004). Costa e cols. (2007) relataram que a constri¢do das vias aéreas de
ratos foi atenuada tanto pelo tratamento com lidocaina quanto pelo tratamento com JMF2-1.
Os resultados obtidos em meu trabalho de tese revelaram que os tratamentos com lidocaina ou
JMF2-1, assim como com dexametasona, atenuam significativamente a hiperreatividade
induzida por metacolina, em camundongos desafiados com OVA. Estes resultados estdo de
acordo com a interpretacdo de que o composto JMF2-1 tem propriedades espasmoliticas

relevantes e pode aliviar a falta de ar, exercendo efeitos anti-asmaticos.

Na asma, a parede das vias aéreas ¢ infiltrada com eosindfilos e células
mononucleares, as quais s3o em sua maioria células T CD4. Mastocitos, macrofagos,
plasmocitos e neutrofilos podem estar aumentados nas vias aéreas de individuos asmaticos
comparados aos individuos sadios. No limen das vias aéreas, o muco esta repleto de
macrofagos, eosindfilos, linfocitos e células epiteliais que se desprenderam do tecido
danificado. Em alguns individuos asmaticos, especialmente nos casos mais graves, ocorre
aumento do numero de neutréfilos (Cohn e cols.,, 2004). As células inflamatorias sdo
responsaveis pela liberagdo de mediadores quimicos que podem promover uma
retroalimentagao positiva da resposta inflamatoéria, como as citocinas ¢ quimiocinas, ¢ podem

resultar em danos teciduais, como os conteidos granulares eosinofilicos (Cohn e cols., 2004,
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Tattersfield e cols., 2002). Evidéncias na literatura demonstram que a lidocaina possui efeitos
imunoregulatorios sobre os mastocitos, eosindfilos e neutrofilos (Kanbara e cols., 1993,
Ohnishi e cols., 1996, Okada e cols., 1998, Yanagi e cols., 1996). Nossos dados também
mostraram que o tratamento com lidocaina ou JMF2-1 aerossol reduziu o infiltrado
eosinofilico nos pulmdes dos camundongos desafiados. Esses resultados, obtidos no modelo
murino de asma, confirmam as propriedades antiinflamatérias do composto JMF2-1,
observados anteriormente em ratos (da Costa e cols., 2007). Além disso, comprovam a

eficiéncia do tratamento com JMF2-1 frente aos tratamentos com lidocaina e dexametasona.

Apos o desafio antigénico, o nimero de neutréfilos ndo aumentou quando comparado
ao controle desafiado com salina, porém observamos um aumento na contagem de neutrofilos
nos camundongos tratados com dexametasona sist€émica. Este aumento estd de acordo com
dados na literatura, que demonstram uma prolongagdo na sobrevida de neutréfilos induzida

por glicocorticoides (Cox and Austin, 1997, Strickland e cols., 2001).

Como um orquestrador principal da resposta imune especifica, os linfocitos T té€m sido
implicados na patogénese da asma. As células T CD4, especialmente as células que produzem
um padrdo de citocinas T2 (IL-4, IL-5 e IL-13) possuem um papel principal na patogénese
desta doenca (Wills-Karp, 1999, Wills-Karp, 2004). Diversos estudos estabeleceram que as
células T provindas dos pulmdes dos pacientes asmaticos expressam, majoritariamente, um
padrao de citocinas Tp2. Dentre as citocinas T2 encontradas associadas a asma pode-se
ressaltar a IL-4, IL-5 e IL-13. Essas citocinas sdo extremamente importantes no recrutamento
e ativacdo das células efetoras relacionadas as respostas alérgicas, como eosindfilos e
mastocitos. A IL-13 estéd associada a hipersecrecdo de muco das glandulas da submucosa e /ou
células caliciformes. A IL-4 e a [L-5 aumentam a adesdo de eosindfilos as células endoteliais
vasculares, permitindo sua migra¢do para o parénquima pulmonar. A IL-5 estd associada
também a manutencdo da sobrevida de eosinofilos. A citocina IL-4 ¢ essencial na
diferenciagdo de demais células T CD4 em células com fendtipo Tn2, além de ser
caracterizada como indutor da mudanca de classe de imunoglobulinas para IgE em linfocitos
B (Gould ¢ cols., 2003). Tratamentos terap&uticos bem sucedidos para asma estao associados
com a mudanga do fenotipo do padrao de citocinas T2 para o Tyl, ou com a reducdo da
expressdo das citocinas Th2 (Stam e cols., 1993). Um estudo que tratou células T CD4
humanas in vitro com lidocaina (Tanaka e cols., 2002), demonstrou que 100 uM do farmaco
foi capaz de inibir a expressdao e a liberagdo de citocinas T,2, sem no entanto afetar a
viabilidade das células (Tanaka e cols.,, 2002). Em nosso estudo demonstramos que o

tratamento realizado in vivo com lidocaina ou JMF2-1 nos camundongos desafiados
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antigenicamente resultou em uma diminui¢do da produgdo espontanea de IL-4, IL-5 e IL-13,
avaliadas no ensaio ex vivo com explantes pulmonares. Apds uma estimulagdo antigénica in
vitro os tratamentos s6 foram eficazes na inibicao da IL-4. A produgdo de IL-5 e IL-13 apos o
desafio in vitro demonstrou que os firmacos ndo afetaram a viabilidade de todas as células
capazes de produzir estas citocinas (Wills-Karp, 2004). Estes resultados apontam para uma
acdo seletiva dos tratamentos, visto que tanto a lidocaina quanto o composto JMF2-1 tiveram
efeitos regulatorios sobre linfocitos, mastocitos (da Costa e cols., 2007) e eosinéfilos, sem no

entanto afetar células ndo inflamatodrias capazes de produzir citocinas.

Tendo em vista as agdes promovidas pelas citocinas Ty2, os tratamentos capazes de
reduzir sua liberacdo podem acarretar uma redugdo da inflamacdo ja que reduzem as
conseqiiéncias trazidas por estes mediadores pro-inflamatorios (Stam e cols., 1993). Uma vez
que o aumento do infiltrado eosinofilico pulmonar (Muro e cols., 2000, Shi e cols., 2000),
assim como a producdo de IL-4, IL-5 e IL-13 nas vias aéreas estdo associados aos quadros de
hiperreatividade em asmaticos (Foster e cols., 1996, Kips, 2001, Wills-Karp, 2004), o
bloqueio da liberagdo destas citocinas, bem como a redugdo do infiltrado linfocitario e
eosinofilico podem ser responsaveis pela inibicdo da hiperreatividade observada no modelo

murino de asma.

A fim de avaliar o efeito do analogo da lidocaina 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 producdo de IL-4, IL-5 e IL-13 estimulado
antigenicamente in vitro, demonstrando sua capacidade de interferir na fungao efetora de uma
cultura de linfocitos estimulados. Este efeito inibitorio da atividade das células T corrobora os
dados obtidos nos explantes pulmonares de camundongos desafiados antigenicamente e
tratados com JMF2-1. O efeito inibitorio do composto JMF2-1 na cultura de células T reforca
mais uma vez que a continua producao 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 pulmdes capazes de produzir citocinas Tp2 (Wills-Karp, 2004).

Apesar de mais de 97% dos linfocitos T periféricos (Murphy e cols., 1990) dos
camundongos DO11.10 codificarem um TCR especifico para o peptideo OVAjz;3339 de
galinha, se diferenciando preferencialmente em uma populacdo linfocitaria com perfil Tp2,
apds o estimulo antigénico observamos uma producdo exacerbada de IFN-y, uma citocina
tipica de resposta Tpl. A citocina IFN-y pode ser produzida por diferentes tipos de células
como células T CD4 Ty1, células T CD8, células NK, macrofagos, células dendriticas, células

T CD4 virgens e linfocitos B (Teixeira e cols., 2005). O IFN-y detectado por ELISA nessa

54



cultura de células pode ter sido liberado por células T CD8, macrofagos ou células dendriticas
presentes nos linfonodos dos camundongos DO11.10. O papel do IFN-y na asma ainda ndo
esta bem elucidado, pois em modelos experimentais pode prevenir o desenvolvimento de
eosinofilia nas vias aéreas e hiperresponsividade (Li e cols., 1996), contudo a administragdo
de IFN-y recombinante em asmaticos ndo altera a mecénica pulmonar desses individuos
(Boguniewicz e cols., 1995). O tratamento in vitro com JMF2-1, bem como com lidocaina ou
dexametasona, foi capaz de bloquear a producdao de IFN-y demonstrando que estes compostos
também podem afetar a fung@o efetora de diversas células inflamatdrias como os linfocitos T

CD8 e células mononucleares (Hollmann and Durieux, 2000).

No declinio das respostas inflamatérias ocorre um processo de eliminag@o das células
inflamatorias, geralmente decorrente da indug¢@o da morte destas células por apoptose. Muitos
farmacos antiinflamatdrios, como os glicocorticoides, agem também através da indugdo da
morte por apoptose das células inflamatdrias (Herold e cols., 2006, McColl e cols., 1998).
Tanaka e cols. (2002) sugeriram que o tratamento in vitro com 100 uM de lidocaina inibia a
proliferagdo e produgdo de citocinas dos linfocitos T CD4 humanos, por um mecanismo
diferente da apoptose. Entretanto outros grupos relataram que o tratamento com lidocaina in
vitro pode induzir a apoptose de linfocitos, dependente da concentragdo utilizada (Boselli e
cols., 2003, Kamiya e cols., 2005, Nishimura e cols., 2006, Werdehausen e cols., 2007).
Segundo Kamiya e cols. (2005) a utilizagdo de at¢ 12 mM de lidocaina induz a apoptose de
uma cultura de linfocitos, mas as concentra¢des superiores a 12 mM promovem a necrose
dessa populacdo celular. Nossos resultados demonstraram que o tratamento com lidocaina,
assim como com JMF2-1 e dexametasona, foi capaz de inibir a proliferagdo das células T ¢
promover uma parada do ciclo celular, reduzindo a entrada das células na fase de sintese e
duplicacdo de DNA. Além disso, observamos que houve grande aumento da indugdo de
apoptose das células desafiadas e tratadas com JMF2-1, lidocaina ou dexametasona,
comparadas as células somente desafiadas. Nossos dados sugerem que a diminuicdo da
proliferacdo das células T induzida pelo composto JMF2-1, lidocaina e dexametasona pode
estar relacionada a indu¢@o da apoptose das células inflamatérias. O aumento da apoptose dos
linfocitos, induzido pelos tratamentos in vitro com JMF2-1, lidocaina e dexametasona, pode
estar associado ao nimero reduzido de linfocitos T CD4 e CD8 encontrados nos pulmoes de

camundongos desafiados antigenicamente e tratados com JMF2-1, lidocaina e dexametasona.

A acdo do composto JMF2-1 no aumento de apoptose das células DO11.10 em cultura
pode nao explicar completamente a modulagdo da produgdo de citocinas, ja que a

concentragdo de 300 uM de JMF2-1 reduziu aproximadamente 30% da proliferacdo e induziu
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cerca de 70% de morte por apoptose, sem afetar a producdo de IL-4 in vitro. Alguns agentes
antiinflamatorios como os glicocorticoides sdo capazes de modular a expressao de fatores de
transcri¢do especificos para T2, como GATA-3 e o ativador de transcri¢do 6 (STAT6) (Ray
and Cohn, 1999). O tratamento in vitro ¢ in vivo com dexametasona realizado em nosso
trabalho confirma uma regulacdo negativa da liberagdo de citocinas com perfil T;2, porém
ainda ndo estd totalmente elucidado o mecanismo molecular pelo qual a lidocaina e o

composto JMF2-1 agem na imunoregulacdo da inflamag¢do no modelo asmatico.

A lidocaina ¢ utilizada como anestésico local e anti-arritimico devido a sua acdo
bloqueadora de canais de Na“ e Ca®" (Tetzlaff, 2000). Além disso, a lidocaina pode promover
o relaxamento do musculo liso através da redugdo do Ca*" intracelular (Kai e cols., 1993). Em
um estudo anterior, observamos que o composto JMF2-1 foi mais potente do que a lidocaina
em inibir o influxo celular de Ca®" (da Costa e cols., 2007). A ativa¢io de diversos canais
iénicos, incluindo canais de Ca**, K', e CI, ¢ importante para a indugdo do estado de ativagao
dos linfocitos T (Shapiro e cols., 1985, Wacholtz e cols., 1992). O aumento dos niveis de Ca®"
intracelular é de fundamental importancia para a ativacao de fatores de transcri¢do como JNK,
NFATs e NF-xB (Clipstone and Crabtree, 1992, Hivroz-Burgaud e cols., 1991), associados
com a promog¢ao da inflamagdo. Portanto, os efeitos inibitorios da resposta proliferativa e
producao de citocinas, induzidos por JMF2-1 e lidocaina, podem estar associados em parte

com a inibi¢do dos canais de Ca*" observados nos estudos anteriores (da Costa e cols., 2007).

Neste estudo investigamos os mecanismos de agdo imunoregulatorios pelo qual o
composto JMF2-1, andlogo estrutural de lidocaina planejado visando o melhoramento seletivo
de efeitos antiinflamatodrios e espasmoliticos, com atenuacdo da propriedade anestésica local,
inibe a inflamag¢do pulmonar no modelo de asma aguda em camundongos. O tratamento de
camundongos desafiados antigenicamente com JMF2-1 bloqueou eventos cruciais
relacionados a patogénese da asma provavelmente através da reducdo da liberagdo de
citocinas Th2 e da inibi¢do das fungdes celulares e sobrevida de linfocitos T. Os resultados
reforgam a importancia de JMF2-1 e analogos nao anestésicos de lidocaina como candidatos a

terapias antiasmaticas alternativas ao uso de glicocorticdides.
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6. Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que o composto JMF2-1

bloqueia os eventos cruciais relacionados a patogénese da asma através da imunomodulagao

de linfocitos T, confirmada pela redugdo da liberagdo de citocinas Ty2 e pela inibicdo das

fungdes celulares e sobrevida das células T (Figura 6.1).

A inalacdo do composto JMF2-1 ou da lidocaina, bem como o tratamento
sistémico com dexametasona reduziram o niumero de eosinofilos e linfocitos T
encontrados nos pulmdes de camundongos desafiados antigenicamente,
sugerindo que o JMF2-1 possua um papel regulador da inflamagao.

A inalacdo do composto JMF2-1 ou da lidocaina, bem como o tratamento
sisttmico com dexametasona inibiram a hiperreatividade bronquica dos
animais desafiados e provocados com metacolina, sugerindo que o JMF2-1
possua propriedades relevantes como candidato a antiasmatico.

A inalagdo do composto JMF2-1 ou da lidocaina, bem como o tratamento
sistémico com dexametasona inibiram a secre¢do de IL-4, IL-5 e IL-13 em
culturas de explante pulmonar, obtidos dos camundongos sensibilizados e
desafiados com ovoalbumina. Apdés um segundo desafio com ovoalbumina,
dessa vez in vitro, a producao de IL-5 e IL-13 foi inibida quando os explantes
eram provindos de camundongos tratados com dexametasona, mas ndo
lidocaina e JIMF2-1, sugerindo que o composto JMF2-1 possa inibir a atividade
efetora das células inflamatoérias, que produzem citocinas Tp2.

O tratamento in vitro com JMF2-1, lidocaina ou dexametasona sobre células
obtidas dos linfonodos de camundongos DOI11.10 - TCR transgénico
estimuladas com ovoalbumina inibiu a producdo de citocinas e proliferagao
destas células. Observamos também que o tratamento in vitro com JMF2-1,
lidocaina ou dexametasona induziu a apoptose destas células, sugerindo que o
mecanismo de acdo antiinflamatorio do composto JMF2-1 seja através da

imunomodulagdo dos linfécitos T.

O bloqueio do infiltrado eosinofilico e linfocitirio, assim como a reducdo da

hiperreatividade ocorreu provavelmente através da reducao da liberagdo de citocinas T2 e da

inibicao da sobrevida dos linfocitos T. Estes resultados reforgam a importancia do composto

JMF2-1 e da lidocaina como candidatos a medicamentos antiasmaticos. Além disso, nossos

dados sugerem que o tratamento de pacientes asmaticos com JMF2-1 nebulizado teria
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vantagens frente ao uso de lidocaina, incluindo a auséncia do efeito sobre o reflexo neuronal e
a maior atividade espasmolitica e antiinflamatéria. Estudos toxicologicos extensivos sdo

cruciais antes da avaliagdo clinica do composto JMF2-1 como antiasmatico.

JMF2-1

401&)5 CD4 T,2

Eosinoéfilos l Mastocitos

IL-4,IL-5 e IL-13 dl

Histamina

Dano tecidual ll

‘ Hiperreatividade

Figura 6.1: Acdo antiinflamatéria do composto JMF2-1. O composto JMF2-1 inibiu a

atividade de células inflamatdrias importantes na patogénese da asma como os linfocitos T
CD4, mastécitos e eosinofilos. A inibicdo da atividade e da sobrevida dos linfocitos T CD4
promoveu uma reducdo da producdo das citocinas Ty2 IL-4, IL-5 e IL-13, envolvidas na
maturagdo, migragdo e ativag@o dos linfocitos, mastocitos e eosinodfilos. A reducdo funcional
dos eosinofilos também pode ter promovido uma reducdo da producdo de citocinas Tp2. A
inibicdo dos mastocitos, além de acarretar na redugdo das citocinas T,2 liberadas, também
reduziu a liberagdo da histamina. O bloqueio da liberagdo dos mediadores inflamatorios,
como as citocinas e a histamina, nos pulmodes dos animais desafiados provocou uma
diminui¢do da hiperreatividade bronquica. As agdes produzidas pelo composto JMF2-1

comprovam sua atividade antiinflamatoria crucial no controle terapéutico da asma.
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Anexos

Artigo 1:

JMF2-1, a lidocaine derivative acting on airways spasm and lung allergic inflammation
in rats. da Costa, JC, Olsen, PC, de Azeredo Siqueira, R, de Frias Carvalho, V, Serra, MF,
Alves, LA, Faria, RX, Xisto, DG, Rocco, PR, Cordeiro, RS, Rodrigues e Silva PM, Martins,
MA. J Allergy Clin Immunol. 2007 Jan;119(1):219-25.

Artigo 2:

Immunomodulatory potential of the lidocaine derivative JMF2-1 in a murine model of

asthma. Olsen, PC, Serra, MF, da Costa, JC, Fonseca BPF, Viola JPB, Cordeiro, RS,
Rodrigues e Silva PM, Martins, MA. (em elaboragao).
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disors, and cytokines, mich o IL-4, IL-5, and IL-13."*
A marked Feature of this process isthe massive infilration
of eosinophil s, Interesting v, numerous experimental and
climical abservations have linked eosinaphil derivatives
with the asthmatic dysfunction, leading o the assumption
that drugs able o downregulate eosinophil recruiment
and activation might bave great therapeutic potemtial in
asthima contral. '™

Loscal amestlsznies are known lor therr abiloy o Wock
wollage-snsiive sodmm chanmels, which are responsible
tor the incréase 1 sodmm permeability during the rapd
nsiag phase of e acton polental m excilable cells, swch
as neurens and cardize and smosl muscle cells? Lido-
cairme, first symthesieed m P23, s @il largely sed a6 a

shiom-acting local smesthetic and  antiarsstlime agent.

Hiwever, s now well estabhishaed tha hcocanse o
il spgmhcannt eflects on nonesciable oells, meludig
neulropluls . mxmocstes.” Ty Iymphocyies, mast cells,”
and eosimophils.” | rasing the posibility of allemative
climical wses o contral chromic inflammatory diseases,
including nsthma.

Ea k]
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Abbrevhatont tised
0y SiF% whibiinry ooRCenIraee
Pe=: Esoplagen] pressure
Fer: Trncheal pressaare
W Adrilow

In 1906, Clnisdi ot al'' i repantied the proapogiotic
effect of lidocaine on cosipaphils In wire, strongly miodi-
vating Further swdics in asthmatic patients. In fac, recent
clinical nbservations suppart the interpreation that lido-
caine has glucoconticoid-sparing propertics inatopic asih-
matic subjecis, a5 abicsted by a significam increase in
FEV | measurements amd reduction in nighifime awaken-
ingzs, symptams, bronchodilator use, and blood ecsinophil
counts, "=

It is well established that in ssthmatic patients airway
instrumentation, such a5 endofraocheal intubatians, con
cawse life-threstening bronchaspasm'™ and thai lidocaine,
when sdminisiered both intravenowsly ar as an acrosol,
iy attenostes that sort of e ey bronchoconstne-
nhaled hdocane cam alsoe dammsh the respomse 1o
an imbalational prosocation with by perosmolar saliee:
solution."™ Distamine,™ ad water ™ O the otlser lasd,
e weelulisess of Uos weatment m asthma s sl debatable
bcamse hdocaine ise 5 produces an mitial sirway imtation

amd bromchocomsimctom m sthnastic patients, as atested
by a recuctionn i FEV ) and edlser changes ' While -
ing 1o gain funher oodersanding of the meclamsm o
wchiom ol Tocal anesthenics masthm, we soughil W oompans
the putative anbi-tlmmatory and spasmolybc ellects ol
lidocaise with those of & structural hdocaise analogue,
2-dlihy lamine-2 - rifbormethy laceanilide  hydrochlo-
ride, here termed JME2-1, which we hove synihesized
and sereened for reduced lacal anesthetic acfivity,

METHODS

Animals

Wistar mals (| B0-250 g} aml Swree-Wehster mioz (20-15 g) wene
ohiired froen the Clywalide Crue Fooradation breefeg Teciline amld
Eapian i animel-beasang Gecilites of the Deparmment of Prosaclogy
and Fharmacwdynamics o a controlled room emperaione (2°C-
50 mead wiith a1 2 b o6 a6 il Dbk cpcke, AN the proce-
dures wvohing care and wa: of laborsdory ammalk m e oy wene
exmminad and approved by the Animal Fikics Commimee of 1he
Ok Crue Poamdation (CEL A-FIDCRLZ, P (0065002},

Meurcbehavioral evaluation

Tha mazifiensive culseeous Feaction wis ev shalsd @ nave rais on
the basis of e witkdrawal reflex 1o peching om culaneosis silss on
thair hacks that were previcushy injecied meradermally wih increas-
g doses of lidocaine or anelogues (1-4 peol per siig) inoa final
wolkame of 30 el in S-minute meervak. An area of anesthesia wis
considenad present when e raf dud pof squenk or witkdrew the sn
within 4 seconds of staring som clmpiess, s previously described.
Lidoc e and IMF21 sal were | 1 b using phy 2
salipe (0595 NaCl solunon).
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Whaole-cell voltage clamp experimeants,
cell culture, and treatments

K choval pruitery GH; cells wese kindly providad by Edussdo
Ara (Laboraiory of Physology sed Moleculer Biology, University
of Huenos Ames, Buenos Aires, Argentma) GH; cells were oaliured
in PMI 1640 maedlivm contammng, 1075 FCS, peniallin (100 Uiml),
and drepomyom |00 padml aeed plafed om o gles shosi 2l 37 Clina
5% OOy humidified atmosphene o be el witkan | 2 dms fon-
charre:] curments in GH; cells were recoeded by means of a8 potch-
clamp |l'L'|IIIil.'.I|:.:? M ™ urrents wene negoeded inosahine sobation
in the preserce or skeazni: of lidoging or IMF2-1

Anaphylactic histamine release from rat
subcutaneocus tissue fragments in vitro

Imermerieed rals were killed in 2 OO simosphere. e fragmerts
from dorsal =abolameous Besue approenaiely | mgl were remonosd
and pliced in #Be-wpll phaie: conlmrang HBSS wath Ca™ 7 aed Mg~
ana firal volume of MHFp L. The fragrmenis wen: expoeasd oo -
mnin (300 ggiml.) dor 1 ko, aed deen ke plates were cenrfugad @
150 for 11} mmates, e the semnples were collected and sdded 10115
M perchlonc mid {1:2 dikeion) s previcusly repored.®® The tissae
svalemn wies premented wih dee argel subsisece or s vebacle o
ATC for | B oo st thee potentinl effect of lidocaine s IMF2-
07 w107 M) on ovalbemieevoked biamine releme. After
cenerifugation s 1T0g for 1) misates, the supematant wis colleced
and stored ar —20PC for histamine Aworimerrse guantification, as
previnusly repomed ™

For labormiory  procsferes concemueg (1) isolaisd  recheal
prepanion wad merarement of ension, (2} esessment of i1 who
respirainry mechamics, and (3) sensitizacon, challenge, and weai-
e, s lhe Metkoels section in the Onbee: Bopoeaiory o waow,
jecinline oy,

Selzure Incidence

Mage wore rndoenly dnadiad o growps of [0 animals. Ten
minules after infrpsrsceesl adminisesion of ecare or 18F2-
CA0-500 mpkgn the animals wene observed for the ocosrromce or
abserce of seimres, w previousdy rl.'[mru.'d.‘“

Chemicals

Lafocars:  hydrchlomde wos dorsiod by Momec  Quimica
Dezsernohammics T i 54 (Dwgue  de Caxiws. BRI
Bramly IMFI- | HC| was merihesweed e 2-iriluoemeahy l-aniles:
i ke Depuriment of Orpaesc Senihesi= of  Famanguinhos
(FINCRUZ, Rio de Jameiro, Braeil | Akaenod selfaee was donmsed
by Glasedmithkliee (Kin de laeeim, Browily. Lidocaine, IMF2-1,
anid aleerol were desolvad in saloe solution immedisely befone
use,

Statistical analysis

Singistical analvses involving 2 groups wies done with the Soadent
¢ e, wheseas ANOV A and dhe Mew man-Keuls-Soadent et were
wsed] 10 comnpare miore them 2 grougs, P values of 03 or les (2-miled
vt} were considened signilicans

RESULTS

Dwration of anesthesia after intradermal

application of lidocaine and JMF2-1 in rats
The nocilansive reachion was evileted imnave rls by

meians of the witldrawal retlex 1o paechung on culamseous

sibes previonsly injected with increasing doses of lidocaine:
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G 1. Locel anesthesia petwity and whoie-cell racording of Ma” connel currere. &, Durason o full recosry
of emrmory block {(mean + S0, n = 6} after mtracdecmat inection of inceesng doses of Fdocsme (open ciclent
ond JMFZ-1 (s ciralos) in rogs. * P« 208 comoased with lidochine-roamd group B, Toree blook of Mo our
s in GHy cells by Bdosing fapan efohes) and JMF2-1 (=olic ciesiesl Data ane mperied ok e omaans £ 50

In = & dor all groane, with 23 east 3 ind

cIRETT e e |

Be IBE2D {10 pmol per siteh As slown m Fie 1, A, our
Fimhings melicaned than il duraion of comgplete blockade
for L pocifensive nespoise was cleary longer witl lido-
Landiae 1 e ranging fronn 1w d ol per e,

Blockade of Na' channels with lidocaine
and JMF2-1

Bomuse IMEPZ-D pescomtod redoocd local ancsthetic
aetivity compared with Bdocame, we warmted o compu
the e Mectiveness of these mobecules on Ma ™ current block
e by mens of patch-clamp recoding of GHy cells.
Villagepsted Ma”®
i the presence orsbsence of eitber lidocaine or IME2- 1 In

currers were recorded fromhiess cells

coitrol expenments (n = 6 GiH g cells were -Jl:]ml..'m.r-\.d
from i hodching podennnl =80y 10 Bk mYy step pulc
i Zosecomd durationn), lesding o mwand Ma© cuments
(il e slarwemi, L adedition, Bail application ol mereas-
mg tedmodeioyin concentrions inhibijed Ma® chanpe]
currenis widh o SR inhibiory. concenirtion (1,0 of
MM amelfL feurve concemnsion-respanse nod slownj,
confimming the presence of feirodobosin-sensitive volt-
oge-zaied Ma~ channels in GHy cells, Marked Blockode
of Ma'" curments was also noted after treamient with in-
cressing concenirations of ldocsing 1 Blqy, 018 mmelf
Li. as expected (Fig 1, #) Bemarkably, mestricnn with
IMF2-1 (Fig I, B) inhibited Mo currents in GHs cclls,
b e concemmations mequingd  were  significamly
higher, T Fact, the W of IMFZ-1 254 mmalfL} wos
fonand b be D68 tines higher than ihat neted in ihe case
ol hidocame,

Effect of lidocaine and JMF2-1 on allergen-
evobed histamine release

Using o model of snaphyloctic histomine  nelesse
fromm ral subculancsus tissue fragments i viro, we cone-
pared the putsive most cell-siahilizing propenics of li-
docaine and JMEZ-E As shown in Fig 2, lidocaine
inhitited 1w allergen-evoked histamine release. and s
dic IME2-1, hast thse Latter was shown to be ghout 23 times
e perdenit tham the former (15, 4.5 amd 0 16 pmokL,
respeciivelyl

0 sleraine

bl ® JMFI-1
T 1 T T 1 1 T 1
M o4 4 T & & 4 g a2

bag (muliLj

FiG 2, Hissamine refenss intibrion, Bodkede of allegen-evaked
timeoe higtamine relenme coumed by Festment with Scressing
ronpemirations of either idocame fopen crcles! or JMF-1 (rokd
cirglasl Valuss sre sxpressed s means = S0 from ot lsaat 4
prparEmanbs,

Effect of lidocaine and JMFZ-1 on the
anaphylactic tracheal spasm

I & sel ol ex vrvn experaments, s nvesbigated the el-
tect of liclocane and IME2-1 on alléreon -evoked iraclaal
s, Cortractons wens imduoid by dvalbmimdn § 10 gLy
L) imsolacd traches obiained from sdively sensitissd
s A shown i Fig 3, ldocame (Fig 3, A and IME2-1
10.3-2mM: Fig 3,87 inhitited avalbumin-ey oked confrg-
Fiew in & concenbrati on-dependeni manner. Compared with
ldocaine, the efficary of biockode appeared sizni icamly
higher in abe IME2- ldresied condition.  Prefreatment
widly nfbusteral (0,045,001 36, and | mi also iehibited an-
aphivlactic macheal spasm in & conceniration-dependeni
manner, s expected {(Fig 3.0,

Effect of lidocaine and JMF2Z-1 on the
[Ca®" |-tension relationship

Becawse lidocaine dimectly relowes pirwesy  smaath
mische by decrensing hath Ca ' imflus el mahilization
of stored Ca™ " we Furthier compared the effects of lido-
caitee and IMEZ-] on racheal comrmiction imducsd by
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FIG 3. Ex v trachaeial spasen Blodimde, nhibitoeny eifecs of Bdie
cain (Al JMF2:1 @), and afb<nrad [Clan min anaphrdacic conirac
i ireoknd by cvaliumin (M0 pgdnill B oras rachea s Values ana
G ns Madnd = 50 o a1 leas § experimanti. *F = 08
compared with the unirsated grows: + P < 08 comrmesed with the
liducaire-irsated group.

clhinges b extmollular Ca® ' concenirstions dunng high

k' depolaation. Fig 4 shows al im response 1o slep
wisg incrensent in entraceblular O3 concentration, ira
cheal comiracton mereased i a cmcentmboni-<ependent
mamner i mechansm sensiive 0 IVEZ-1 k] axl
I mmel/L: Fig 4, A, Lidocaine alsy prevented the phe
tiiersnn, bl the blockode was apparant ooy o the lngher

conoetraton (| mmolfL: Fag .

Effects of lidocaine and JMF2-1 on
methacholine-evoked airways spasm

L vt s rcabed it by with citler Bdocsing
or IMEZ-1 ¢ mgfkgl, we fourd a marked attemistion in
the increase in lung resisance iluced by 100 pg'ke
methicholing injected intmvenously, Values in penosm-
ages of inernemse from baseline after inravenous injec-

)

tion of methachaline messured  within 3 mimies of
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privocation redoced fomn 1435 & 359 in saline-tresisd

amnarals Lo TI% 2 0% amd A7 2 1R aller bdocaane asl
IMEZ-1 (F < S compared with untrealoed rads), respec
tively. Incoitrst, both treatments Ganled oalier metlachx
Lime-gvarked increises indyvmmme claslance (sel Table E1in

the Onlime Bepostiory & wiww acionlime org

Effects of nebulized Hdocaine and JMF2-1

on allergen-evoked cell influx into the lung
Actively sensitized s were sercsolized with 5%

owaltumin for 30 minuies. separsely or in combination

sl etheer el oo IMEFI- Fat 5% tostly the elfect ol

2 il IWE2- 1 e ablergen-evoked lu

Lichiscan bl

Lo Freatmenl, b nol prosocabion, wis repealed once
mone within B lyours, The schome of proyocation s
Ireatmienl was repeated e day aller. amd the celalar
amalysis wos perforneed b g e diges) sanples
olstuimed 4% howrs after Hee Gl provocation, As shosa i
Fig &, compared witlyshum-clallomeed control mamaks, ol

lerpem diommilation casad o marked  monsse o bodal
leukocyke ourmbirs (g 5, Ay wilich was acoouted for by
i ks 1 e mnber of moemorchar cells (big 5, 4,
costmoplnls (kg 5.0, awl newtroplads (Fig 5, 200 Al ils=e
changes. ouoem a et i masnuclear cell coumts,
were sensitive o trement with cither lidocaine or JME2-

Proconvulsive effect of lidocaine
and JVIF2-1

I an slrempl o assess e nounolosic protile of IMEI-1
m comparison witly tal of lidecaine, we evalusted the
connvulsive effioct of these moleculss in mice. Inenssling
iees ol cach compound were mirapenitoneally mpeciod
o distinct groaps of B0 amimals, asd the incidence of
comivulsim was determined. The dose of hdocame neos
sary A0 cavrse comvulsaom i 0% o the anmmals (b mg ke s
wiik 4 3-fold lewer than the dose of IMF2-1 (273 mgg)
Moireower, B0 of 10 animals wesed bsd comvalsion an o
coyceniraion of Sk mgfke lidocaime, OF node, i was nol
possible o canse convalsive evenis in mice with doss
egual or lower than 200 mg/p after IMF2Z-1 treatmeni
iree Fig EE in the Omiline Beprsitory o weaw jacionline

5r
ol Ei

DISCUSSION

Local aresthetics, panticularly Hdocaine, are orousing
merest as possthle new pharmacologic agents Tor the
treatment of asthma, ™ ™ Nevenheless, wopical aneslesia
ol the mrways o i esocatad sah discomifon o
sile eflects, The proesent siwdy nvisigaled the possehaliny
that mommestbetic docame denvabives mnghl prosirve
the wat-imflammatory aned spaseltic autvities of the
parel comnpeamd, W reportod bene that the Hdocame am
whogue JMEFI- L whichwe syathesiosd and screened for re
disced local anesthiebhe activily, wias able W prevent ot
mathachiolme-evoked arways spasm m nave rals andd al
lergerreveked pewrophil ared cosioplil midzanon mioe
e lungs ol sctvely womitized e 18 alsae il
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R 4. Intnrforenco on thie Ca ' aenaion refagon s, ENocs of lidocaine [A) and JMFI-1 1B a1 concesnrasions o
Bara (Rguaneal, 00 mmell preshesl and 1 menell eangdes) oo T ConSmotian diviko e Edud by
changis n axtroacalluler Co® dusing 100 mdd K° depolanzason. Valiss 40 mpressed a8 maons = EEM
frivim & lasst 4 experimants. *F < 0b compansd with the unirammed group “P < 06 compared with the

0.1 meald JMF2- 1 -sramnd group.

k&

Tetal eclle'ling, gy

B

PG 8, Lunpg tesue mukocptes; Effect of Bdoooine def-hatched calumas: ond JMFI-1 (righi-fhdohed codomnal
on to%al |sukocytes L manonucs or cells 81 posmophis G and neutrophits (D] editireed e long sssue
of pensitized and oealbumin-challenged rme Values are sepressed as means = SEM from ot Issst 6 animale
+ P[5 anempaned with the seneiised, salino-onalienged group ipen cokim); * P« 6 combiarad with Ta
o alt - o e Qo ond sl Sreattd group Ehoeed columng)

histamine release v wirg, as well os allergen-evoked tm-
chedl conimaction in v wve satings, and evidenee sug-
geats thir the spasmaolytic effect s o least in pan
neceurded for b blockade of a7 influs, These firdings
saippon U imterpretation that A2 1 oogh love clinical
value as o therapeutic albenstive for satlma contrel, with

advaiftages over local anesielncs.

Lidociume s aniemaabe ol a5 o mapor stroctural Teahine
that determines e nterstion of Lol apealicidcs with
vollage-operated Ma chamels, cawsing their seversible
blsekade, ™ Our Gindings revealed that i potency o
blacking soliape-operted Na™ channels in G cells of
IMIF2-0, a ldocsise amalopgse resulling fron draciural
clianges i the arcanatic tail, was markedly reduced com
priried sl the potancy oF the parent compounxl lidocaine,
I facr the Oy value o bockade of Mo currents by

IAE2- 1w BS-Folel bigherthan i lidocase 1y value,
Iy e, e Foond arboust S5 reduction in the duration
of IMF2-1 anesihetic sotivity, secording io the cmaneous
pinching res. This difference was ot o5 grest os would
b prodictsd from the resulls copcerning Ma® currenl
blackade by tese molecules, shicl might be acoounbed
for by pharscokineie neaums.

s well eablished s local amestletics lave phar-
masrlowie properties bevomd local asesthesia, o ol
thern resuling fromn tlseis mdercton wilh otlier oelhslar
syslems tan excitible cebls ™ For instamee, the faesetion

of manst cetls amd basophiks, wineh s s iamme stoning
cells deeply mophcated mallergic dystumctions, s mark-
edly sensitive 10 local aneshctics; boal leE-dependen
amd IgbE-mdepeislent lislammne welease are blocked by
Bl treatment ma mechanian insidving a decnsse
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in calcinm influs, ™" Using o model of allerzen -evoked

histumine release in vigro, we Tound sirong evidence thal
e anti-m ffammatory efect of lidacwime conld be dissoci-
ated from its ability 1o block Ma™ currems and cosse local
amesthesin, In foct, we found that in spite of being abou
2 orders of magnitede bess active than lideczine i lerms
af blackode of Ma chonmels, IME2-1 was 20-fald mone
pettend dhon the Jocal pnesthetic conceming Mockade of
histnmine release, confitming the hypadhesis that a non-
mesthatic lidocaine amalogee might hove improved the
ability 1o prevent allergic inflammation exhibited by fhe
pameni Codrpurd

Several st lave demonsirated tha docaine directly
relaxes atrway sl musehs' ' 7 and can prevent fifi-
trestening  brosdiospasm i humin subpoas ' 1Y
While trving 1o compome Hhe elfoss of ldocaime. IMEZ-1,
amel albisteral on allerpen-evokad il rachal spaan, we
noded il both Hdocaniae and albuterol did ol wmodify ils
Draesaal fomins A cosed o comcentratioa-dependent Mockade
ol trachieal maplylecie comaction. These tindings ane in
lme with prior publcatons w wloch e antspasmodic
et oo lidocsive was reportod ™ IMEFZ-1 alao did ot sdier
trcheal baseline wims and wis significantly more effective
than lidocaine i inhibiting allergen-evaked imcheal con-
wracticn in all concentrativns pested, which might be 2 feasi
i part relsed o its higher potency in preveniing allerzen-
ekl histamine releass,

Becem clinical investigations have shown the efficoes
of nebwlized idocaine o the frestment of  pahmadic
patienis."* " The interest in local anesthetics & allemitive
agents for the weamment of asthn has been strongly moti-
vabed by the findings that cosinophal survival and sctivation
ane highly sensivive to Tidocaine i v, Although rear
meid of asthmadic patients hae clearty revealed a reduction
in b mumher of blood eosinophils and asihma sympioms
i paralbel with an mcrease i FEV,) messaemenls, oo
dlats e availabebe mothe lieraiire coneerning the polstive bn-
Thenee ol hdocsine ao lung cosmophil numbers., ether in
pabients o expenaetal aninals Whike teing Lo clanity
Ml izl et of Tocal ssesthetics in e airways subgected ool
lergic mbtlamorstin, we showad thal st of acbhvely
stristised rats widly serosols of hdocune or IME2-1 cgquully
prverted the hmg eosimopliilic infilration rggensd Ty
albereen clullenge. Bemarkably, thesie oot alsao n
Dt pewtrophil, ot st nonomochear cell, sooumulstion
o Al lung Hsoe. Becmse nnmomuclear cell counts em-
trace botly mocnopliagss and lanphocyies, lurther siodics
are miow unsderaay (o clarnify the sensitivity of cach ome of
theessee benkoooyhe subiy pes, It iz nodewonby thot the inhibitory
effet of lidwoime on T cells from asthmotic subgeets has
been reported,” miking the pessibility tha a blockade of
CET Tcell prolifernbieon, Ty eviokine generntion, or
bt could ke vmderlving the ati-inflummsory scotion of
liclozpime amid IMEZ-1. The ohility of lidocpine o down-
repubste cosimophil nctivation and sirvival, ' mast cell
degrumibation. ™™ ar both might o Eo corritae s ihis sup-
pressive mechanism

Throughout the lidemiore, there ae conflicting epons
comeemming b paintive hepefits of nebulized lidocaine on
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rranchocons riction induced by histamine, hy perasondar

Y M TR 13,k an o
saline, amid exercise in asthmatic paticnts Char
findings revealed fhat airways comstnotion mndicasd by in-
travens ingction of melachaeling in s was morke dly
atterusted by biodh lidocaine and IME2-1. Cin the conitary,
beth rentmients fuiled woalier the methocholine-cvoked in-
crepse m g dvnnmic elostance, These resulis, i combi-
nadion with those in which idocaine s capacity fo prevent
allergen-induced lung recmifment of inflammnstory cefls is
demensirated, might belp w explain the e mpemic bene-
fits. devobad 1o this lecal anesthatic in sindies mvolving
asthmatic parients. " Oh e otber lond, oar ixlings
are consste with the mierpreistion thal IMFZ-1 does
have redevam mati-miBmmatonry amd spasoolytic proper
thes dn vive and can thereline rebieve breatllessanss: and
ener antinsthne sctom witlioul mdecing the loag-eting
toprical sl st ol lidocaine, OF e, 0 comparslive
armlysls involving inlalation of diaine local wsealetics
by weluimteers with broschial hypereactivity, the -
ol-lasting and nios miensee anesbesin broagln abou
By ey lonaee dahalathon was nol enoigly 1o prevent -
ways lypenesctivity noded after hisanine chablenge
under comditiens in which bath lidocaine and ropivacaine
significanily  wiieruated ihe  pheremenon ™ Evidence
from the liersuore indicaes thol substances acting an
Ma™ charmels, such as Tocal ancsthetics, inclading lido-
cuine, could also block the fmction of Co " channels ¥
Ewidencs from our e v experiments also gives suppor
10 this mierpreiation, painting outthan INE2- | wus clearh
mone paterd than lidocaime in ishibiting the extracellularly
applicd Ca™* -induced macheal iension during high K de-
pelarization, probably by imbibiting influs of Co™" inan
the smooil masche cells, Ablogether, these resulis nein-
force ithe potemtial vsefulness of this nomancsthetic lido-
ciimg  derivative in comrolling allergic  dysfunciions,
lealbing by the assurngpiion et M2 1 might nadeed serve
as an drmevitive protoiype bndme discovery Bor s
symihroanes.

Fiaally. it shouhd be emphosioad thar il wosiciy of
lcal amesthetics, melsding ldocane. (s close ly related i
i patency of the local anesbetic becaise toxicily s
lurgedy dependent on the Mockade of Na© cliamisels within
e cenbral nervims sy st and -.'.:»m']i|J'.';|:4:|."||I.I|':«u.:\.-:il.l\_"lu.'l I
Taet, our finding < andicoted tha the procony ulsive potency
ol Didocaiine was agnmificatly higher than thal presaited
by IMIE2 - 1 o expected by the shont-loting and weak an-
calbesia developod by s analogue, suggesting thal
IMFZ- | might prome tio be safer than lidocsine for pat et
with nsthima, However, becawse, unlike lidacaine, IMEZ-
| i hologenoted with o trifluoromcithyl subaiution ot
the bemeene ring, experiments should be done o bhegger de-
finz the safeiy profile of thissulsionce, mainly conceming
hepatic injury.

In conchusion, these observations sugpest thot dbe
ancsihedic aoticn might ki be relevamt in the ai-inflam-
mitary @il spasmalviic activigy of local anestheticos amid
prawvicle suppart for the belief that the lidocaine derivative
IMFZ-1, when imboled, might achieve useful clinical
benetit for the meatment of asthma,
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METHODS

Isolated tracheal preparation and
measurement of tension

Immunized rats were Killed in a COs astmosphere, their tracheas
were quickly excised, and 4 tracheal ring segments (4-5 mm in
length) were obtained from each animal. Each ring segment was
mounted in an organ bath flled with 10 mL of Krebs solution of
the following compasition: NaCl, 118 mmol/L; KC1, 48 mmol/L;
CaCls, 2.5 mmol/L; MgS50,, 1.2 mmol/L; KH:POy, 1.2 mmol/L;
MNaHCOy, 24 mmol/L; and glucose, 11 mmaol/L. The solution was
maintained at 37°C and aerated with 95% O plus 5% COs. Aninitial
tension of 1 g was applied 1o achieve a steady spontaneous tone level,

Contractions were measured isometrically with a force-displace-
ment transducer (Ugo Basile, Ial vl Changes in isometric fornces wen
analveed and recorded by an Isolated Organs Data Acquisition pro-
gram (Proto$; Letica Scientific Instruments, Spain). Tissues wern
allowed to stabilize for 60 minutes, with the bathing solution ex-
changed at 10-minute intervals, At the end of the equi librati on period,
the response to carbachal (2.5 = 107 molfL) was mecorded, After
washout of carbachol and re-establishment of stable baseline tone,
lissues were exposed to ovalbumin (100 pg'ml) in the presence or
absence of ldocaine or IMF2-1 (0.3-3 mmol/L) or albuterol sulfate
[0.045-1 mmolL). The preparations were preincubated with the
tested compounds 20 minues before ovalbumin addition. All re-
sponses were expressed as the percentage of response o 2.5 x
107 mol/L carbachol,

Protocol for measurement of tension
development after increasing Ca®*
extracellular concentration during
high K* depolarization

The mspenses to carbachol (2.5 % 107 mol/L) of tracheal ring
sepments from naive mis were recorded. After washout of carbachaol
ark] re-establishment of stable baseline tone, tissues were exposed to
successive cycles of 100 mmol/L. KCI stimulations/washouts in
Ca*-free Krebs solution containing 2 mmoliL ethyleneglycol bis-
(B-aminoethyletherl-N NN N -tetrancetic acid until complete de-
sensitization o the 100 mmol/L. KCl-evoked contractile response.
Mext, tracheal ings were immersed in Ca**-free Krebs solution con-
taining 100 mmol/L KCL, and the extracellular Ca™™ concentration
wis slepwise increased by the cumulative addition of CaCls ([0.03-
30 mmalfL) in the presence or absence of either lidocaine or IMF2-
1T and T mmol/L). All responses were expressed as the percentage
of response 1o 2.5 = 107 molfL carbachal

Assessment of in vivo respiratory mechanics

Maive rats were sedated (diazepam, 5 mg administered intraper-
itemeally), anesthetized (thiopental sodium, 20 mgke administered
intraperitoneallyl, and tracheotomized. A snugly fitting cannula (1.7
mm internal diameter [1D]) was introduced into the trachea. A cathe-
ter wis placed in the rght jugular vein. A preumatachograph (1.5
mm ID; length, 4.2 cm; distance between side ports, 2.1 om) was
connected to the tracheal cannula for the measurement of V°.5' The
pressure gradient across the pneumotachograph was detenmined by
using a differential pressure transducer (SCIRECQ), SC-24, Montreal,
Quebec, Canada). Tidal volume [Vl was obtained by integration
of the V" signal. The Mow resistance of the eguipment (Req), the ra-
cheal cannula included, was constant up to low rates of 26 mLJs and
amounted o 0,08 em HyOYmLJs. Equipment resistive pressure (Reg/
V7 was subtracted from pubmonary mesistance so that the mesults
represent intrinsic values. Tracheal pressure (Pt was measured
with a differential pressure transducer SCIREQ (SC-24). Changes in
esophageal pressures (Pes), which reflect chest wall pressune, wern
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measured with a 30cmelong water-filled  catheter (PEXIS) with
side holes at the tip connected to a differential pressure tmnsdocer
(SC-24). The catheter was passed into the stomach and then slowly
returned into the esophagus; its proper positicning was assessed
with the “occlusion test.”™ This consisted of companng APes and
APtr during spontaneous inspiratory efforts subsequent 1o airway oc-
clusion at end expiration. In all instances APes was close o APtr, the
difference not exceeding 3%, Transpulmonary pressure was calou-
lated by subtracting chest wall pressure from Pir. The frequency re-
sponses of Ptrand Pes measurement systems were flat up o 20 He,
without appreciable phase shift between the signals. All signals
were filtered (100 Hz) and amplified in o 4-channel conditioner
(SC-24, SCIREQ). Flow and pressure signals were then sampled at
200 He with a 12-bit analog-to-digital conventer (DT2R01A; Data
Translation, Marlboro, Mass) and stored on a micocomputer, All
data were collected with LABDAT software (RHT-InfoData, Inc,
Maomtreal, Quebec, Canadal

During spontaneous breathing, lung resistance (RL) and dynamic
elastance (Edyn) were obtained by using the equation of motion, as
follows:  Transpudmonary pressure (1) = Edyn -V () +RL V7 (1),
whene t is time.” ANADAT software (RHT-Infodat) was used for
this purpose. Respiratory mechanical data were measured before
and for 3 minutes after administration of an mtrajugular bolus of
methacholing (100 pebke) dissolved in a final volume of 100 pl.
In animals treated with lidocaine or IMF2-1, the mechanical param-
eters were measured for 2 minutes afler intravenows administration,
Then methacholine was intravenously injected, and the mechanical
data were oltained during the next 3 minutes,

Sensitization, challenge, and leukocyte
enumeration protocols

Rats were immunized on day 0 and boosted on day 14 with a
subcutanesus injection (0.2 mL) of a mixture containing ovalbumin
(50 pg) and aluminum hydrogide (5 mg) in 0.9% NaCl solution
(saline), as previously rup}ru:].m On days 21 and 22, animals were
placed in a Plexiglas chamber (45 > 28 > 29 cm) and challenged
by means of exposure for 30 minutes 1o an aerosol of ovalbumin gen-
erated from a 50 mgfmL solution by use of an air-driven nebulizer
(model WS F210/12; Inddstria de Aparelhos Biomédicos, Sio
Paulo, Brazil) ata fow rate of 10Lfmin. In sham-challenged rats™ aer-
osol of ovalbumin was replaced by its vehicle (0,95 NaCl, saline),
Thirty-minute treatments with either ldocaine 2% and 5%) or
JMEF2-1 (15, 2%, and 5%) dissolved in saline (pH of lidocaine and
JMF2-1 solutions was around 5.0) were performed twice a day for
2 consecutive days, The first daily treatment occurred throughout ov-
albumin exposure (coadministration with allergen), and the second
woccurred § hours later, Forty-eight hours after the fimst allergen chal-
lenge, rats were killed (sodium pentobarbital, 200 mg'ke adminis-
tered intraperitoneally), and the lungs wene removed, cleaned, and
finely chopped after blood had been perfused out. The chopped tissue
was then enzymatically digested o obain lung leukocvies, as previ-
ously mp«xlud.m Total levkocyte counts were performed in
Meuhauer chambers by means of light micmoscopy afier dilution
of the cell lung samples in Turk (acetic acid, (.25 solution,
Eosincphils, newtrophils, and mononuclear cells were counted by
means of standard morphologic criteria from cytocentnfuge prepam-
ticns stained with May-Grinwald-Giemsa stain,
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FIG E1. Cantral toxicity, Pmconvulsiva affect of increasing doses of lidocaine fopen circles) and JMF2-1 (salid
circles) administered to mice through the intrapentoneal route. Values are expressed as the incidence of
convulsion (percentage) in groups of 10 animals,

TAEBLE E1. Respiratory mechanical parameters

RL [em HO - mL™" . s} Edyn (em H,0 - mL™")
Comitrol 027 = 0.03 579 £ 047
Saline 024 * (.04 569 * 046
Methacholine (%) 14493 * 3831% 4413 = 11.22%
Lidocaine (55} 1227 + 2.07 2409 + 6,13
Methacholine after lidocaine (%) T153 = 6017 5576 = 1550
IME2-1 (%) 2607 =945 1422 + 1 87
Methacholine after IMF2-1 (%) 4706 + 17.76F 3554 = 11.17

Valwes are presented a5 means = SEM of 2 o 10 animals in each group (6 determinations in each animal). Measurements were made in baseline conditions
{control), after intravenous inpection of saline (0.1 mL), and after intravenous injection of methacholine {100 pe/ke). Animak were ako treated with lidocaine or
ITMF2-1 instead of saline. Percentage of increase in Jung resistance and dynamic elastance from baseline afer intravenous ingection of methacheline (100 pefke) is
shown, Changes in lung resistance and dynamic elastance were caleulated from the ratio between baseline and maximum e ffects below or above within 3 minutes.
RL, Lung resistance; Fdyr, dynamic elastance.

*P o= 05 compared with the saline group.

TP = 05 compared with the methacholine group.
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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 IMF2-1 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
DOI11.10 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 T,2 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 T2 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 B2-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
(FEV)), 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 °C) 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 Jodo 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 pg) 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, Industria de Aparelhos Biomédicos, Sdo 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 JIMF2-1 (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 naive 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 °C.
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 Tiirk (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-

Griinwald-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 °C and 5% CO2 in DMEM (Sigma) medium without serum containing 100 U/ml of
penicillin and 100 pg/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 pg/ml of OVA (Sigma) were collected and stored at -20 °C until used. Cytokine production
was analyzed by ELISA. IL-13, IL-4, IL-5 and IFN-y 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-y, 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 - 10° cells/well) were cultured with 0,5 mg/ml
ovalbumin (OVA) antigen for 72 hours. Treatment with dexamethasone (100 uM), lidocaine
(100, 300 or 600 uM) or IMF2-1 (100, 300 or 600 uM) was performed simultaneously with
OVA challenge. Subsequently cells were incubated at 37 °C and 5% CO2. After incubation
cells were pulsed with 1 pCi of tritiated methylthymidine (Amersham Corp, Arlington
Heights, IlI) 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 - 10° 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. 1L-13, IL-4,
IL-5 and IFN-y 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-y, 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 - 10° 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 Quimica Desenvolvimentos

Tecnologicos S.A. (Duque de Caxias, RJ, Brazil). JMF2-1.HCl was synthesized in the
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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, T2 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-y 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-y 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-
v spontaneous production (Figure 5 G). After the in vitro OVA challenge we could not
observe a difference in the production of IFN-y 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 T42 lymphocytes, lymph node cells from
DOI11.10 (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-y 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-y (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 uM), lidocaine (600 uM) or JMF2-1
(300 e 600 uM) 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
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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 T2 cells and activated mast cells (Tattersfield 2002). The allergens
activate mast cells and Ty2 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 [,-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 Tj2
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 T;2
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, Ty2 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 Tx2 cytokine to Ty1, or the ability to
reduce the expression of T2 cytokines (Stam e cols., 1993). In vitro treatment with lidocaine
inhibited the expression and production of T2 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 Tj2 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
Tn2 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).

95



Despite more than 97% of T cells from DO11.10 mice encode a specific TCR for
OV A333.339 (Murphy e cols., 1990), which differentiate preferentially in a sub-population with
a Ty2 pattern, we observed an IFN-y increased production after the antigenic stimulus. IFN-
v cytokine may be produced by different cells like CD4 Tyl cells, CD8 T cells, NK cells,
macrophages, dendritic cells, naive CD4 T cells and B lymphocytes (Teixeira e cols., 2005).
IFN-y 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-
v 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 [FN-y administration in asthmatics does not change the Ilung 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-y, demonstrating that these
compounds can act on inflammatory cells like CD8 T cells and mononuclear cells (Hollmann
and Durieux, 2000). The reduction of IFN-y 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 Iungs of antigen challenged mice treated with JMF2-1, lidocaine or
dexamethasone.

The reduction of T2 cytokines promoted by JMF2-1, in DO11.10 cultured T cells,
may not be fully due to the induction of apoptosis, since 300 uM 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 T2 response (Ray and Cohn,
1999). The in vitro and in vivo treatment with dexamethasone reinforced the down modulation
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of Ty2 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 Ca”" channels (Tetzlaff, 2000). Moreover, lidocaine can promote the relaxation of
smooth muscle cells through the reduction of intracellular Ca®" (Kai e cols., 1993). On a
preliminary study we showed that JMF2-1 was more potent than lidocaine in inhibiting the
cellular influx of Ca*" (da Costa e cols., 2007). The activation of several ionic channels,
including Ca*", K", and CI' 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
Ca*"is of great importance to the activation of transcription factors such as JNK, NFATs and
NF-xB (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 Ca®"
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 Ty2 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 IMF2-1 (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).
TP<0,01; "P<0,001 compared to saline challenged group. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
compared with OV A challenged positive control group.

Figure 4: BAL T cell phenotype. Effect of nebulized JIMF2-1 (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 OV A challenged positive control group.

Figure S: Production of T2 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 T2 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<(,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 uM), lidocaine (100, 300 e 600 uM) or dexamethasone (100 uM) on the
secretion of [L-4, IL-5, IL-13 and IFN-y, 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 pM), lidocaine (100, 300 e 600 uM) or dexamethasone (100 uM) 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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