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RESUMO

Doencas pulmonares crbnicas sdo caracterizadas por inflamacdo das vias aéreas e
remodelamento do parénquima pulmonar que desencadeiam consideravel transtorno
da funcao respiratoria. Neste estudo foram avaliados dois compostos de uma nova
série pertencentes a classe das N-acilidrazonas, com base em modelos experimentais
de inflamacdo e remodelamento pulmonar, visando-se identificar potenciais novos
agentes terapéuticos para doencgas inflamatérias pulmonares. Os compostos foram
analisados na toxicidade aguda, como também foram quantificados leucdcitos
infiltrados no tecido pulmonar, fibrose e a producdo de muco nas vias aéreas de
camundongos BALB/c. Esses derivados ndo se mostraram nocivos na avaliagdo de
toxicidade aguda na dose de 2000 mg / kg. O tratamento com derivados AMH e AMZ-
Bz (10 mg / kg, oral), inibiu acentuadamente o infiltrado leucocitario em relacédo ao
grupo controle, de forma comparavel ao observado para dexametasona no modelo
experimental de inflamacédo alérgica. Observou-se que os derivados AMH e AMZ-Bz
foram também ativos no bloqueio terapéutico da resposta asmatica alérgica
desencadeada por ovoalbumina (OVA). Neste modelo, os compostos foram capazes
de reverter as alteracfes patoldgicas avaliadas, incluindo o infiltrado leucocitario, as
alteracOes histopatolégicas e a migracdo de mastécitos, semelhante ao tratamento
com os farmacos de referéncia dexametasona e montelucaste. O perfil de acdo dos
compostos AMH e AMZ-Bz foi também confirmado na reversdo das respostas de
remodelamento das vias aéreas no modelo de fibrose induzida por bleomicina em
comparacao ao grupo controle, em condicdes onde os compostos de referéncia
mostraram eficacia correlata. Além disso, constatou-se que os derivados N-
acilhidrazonicos AMH e AMZ-Bz apresentaram atividade expectorante aumentando a
secrecdo do muco. Em conjunto, os resultados apontam os derivados AMH e AMZ-Bz
como promissores, pelo amplo perfil de acdo sobre alteracdes patoldgicas cruciais
associadas a inflamacéo das vias aereas, bem como pelo menor impacto sobre efeitos
toxicos. Os compostos analisados sdo certamente prototipos moleculares de forte

potencial terapéutico no tratamento de doencas inflamatérias pulmonares crénicas.

Palavras-chave: Atividade expectorante. Asma. Mastocitos. Alteracoes
histopatoldgicas.



ABSTRACT

Chronic lung diseases are characterized by inflammation of the airways and
remodeling of the lung parenchyma that trigger considerable disorder of respiratory
function. In this study, two new series compounds belonging to the class of N-
acylhydrazones were evaluated, based on experimental models of inflammation and
pulmonary remodeling, aiming to identify potential new therapeutic agents for
pulmonary inflammatory diseases. The compounds were analyzed for acute toxicity,
as were leukocytes infiltrated into lung tissue, fibrosis and airway mucus production
of BALB/c mice. These derivatives were not harmful in the acute toxicityassessment
at the dose of 2000 mg / kg. Treatment with AMH and AMZ-Bz derivatives (10 mg /
kg, oral) markedly inhibited the leukocyte infiltrate in relation to the control group,
comparable to that observed for dexamethasone in the experimental model of allergic
inflammation. AMH and AMZ-Bz derivatives were also found to be active in the
therapeutic blockade of ovalbumin-triggered allergic asthma response (OVA). In this
model, the compounds were able to reverse the pathological changes evaluated,
including leukocyte infiltrate, histopathological changes and mast cell migration,
similar to treatment with the reference drugs dexamethasone and montelukast. The
action profile of AMH and AMZ-Bz compounds was also confirmed in the reversal of
airway remodeling responses in the bleomycin-induced fibrosis model compared to
the control group under conditions where reference compounds showed correlative
efficacy. Furthermore, it was found that the N-acylhydrazone derivatives AMH and
AMZ-Bz showed expectorant activity by increasing mucus secretion. Together, the
results point to AMH and AMZ-Bz derivatives as promising, by the broad action profile
on crucial pathological alterations associated with airway inflammation, as well as by
the lower impact on toxic effects. The compounds analyzed are certainly molecular
prototypes of strong therapeutic potential in the treatment of chronic pulmonary

inflammatory diseases.

Keywords: Expectorant activity. Asthma. Mast cells. Histopathological changes.
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1 INTRODUCAO

O pulm@o € o 6rgdo mais vulneravel as infecgcbes e lesbes do ambiente
externo, devido a constante exposi¢cado a particulas, produtos quimicos e organismos
infecciosos no ar ambiente (PERLROTH; BRANCO, 2017). Muitos dos fatores de
risco para doencas respiratorias cronicas ja foram identificados: poluicdo ambiental,
obesidade, alérgenos, infeccOes respiratorias virais e agentes ocupacionais sao
alguns podem ser citados. Além disso, pneumonia, bronquiolite e fibrose, por
causarem cicatrizes nas vias aéreas, também podem ser consideradas fatores de
risco com impacto significativo sobre essas doengas (ALHASSAN et al., 2016;
TANIGUCHI; KONDOH, 2016; KOLB et al., 2018).

As doencas respiratérias impdem uma imensa carga para a saude, e segundo
estimativas do estudo Carga Global de Doenca (GBD, 2016), publicado em
2016, cinco doencas respiratérias estdo entre as causas mais comuns de morte em
todo o mundo: doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) moderada a grave;
infeccbes agudas do trato respiratorio inferior; asma; tuberculose e cancer de
pulmao.

Asma é uma doenca inflamatoria crbnica das vias aéreas que, em individuos
suscetiveis se caracteriza por sintomas persistentes como dispneia, sensacao de
aperto toracico, pieira, producdo de secrecdo e tosse, associada com limitacao
variavel do fluxo aéreo e hiperresponsividade a estimulos endégenos e exdgenos,
onde a inflamacdo das vias aéreas é primeiramente a principal peculiaridade
(REDDEL et al., 2015).

A presenca de inflamacédo crénica persistente em vias aéreas asmaticas ja é
bem definida e envolve diferentes tipos de células que modulam o processo
inflamatério, como mastdcitos, linfécitos, eosinodfilos, macréfagos e, em menor
relevancia, neutréfilos, além de elementos mesenquimais como fibroblastos, células
endoteliais e musculares (CANAS et al., 2018). O remodelamento brénquico é a
consequéncia anatbmica da acdo da inflamacdo crbnica nas vias respiratorias e
refletiria, além das alteracBes decorrentes do proprio processo inflamatério, a falta de
reparo adequado a injaria crébnica (BANNO et al., 2018).

A antecipada introducdo do tratamento antiinflamatério resulta em melhor
controle de sintomas, podendo preservar a funcdo pulmonar a longo prazo e,
eventualmente, prevenir ou atenuar o remodelamento das vias respiratorias (GINA,
2016).

O controle da asma persistente requer o uso de medicamentos inalatorios 32-
agonistas de curta acdo para alivio rapido dos sintomas e uso diario de
corticosterodides inalados. Outras medica¢Bes de controle, como broncodilatadores
de acdo prolongada e agentes biologicos dirigidos contra proteinas envolvidas na
patogénese da asma podem ser necessarios na asma moderada e grave, mas a
manutencdo com corticosteroides inalados diarios € o padrdo de tratamento para
asma persistente (McCRACKEN et al., 2017).

Os corticosteroides inalatérios sdo os agentes antiinflamatérios mais potentes
disponiveis atuando nas fases aguda e crbnica do processo inflamatorio. Com isso,
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obtém-se alivio dos sintomas, melhora no fluxo aéreo, diminuicdo da
hiperresponsividade das vias aéreas e prevencao das recorréncias. Em pacientes
com asma grave, 0s corticosteroides inalatorios reduzem a necessidade e a dose
dos corticoides orais (DURHAM et al., 2016).

Encontrar substancias com maior eficacia e com baixa toxicidade tem levado
0s pesquisadores a uma busca frequente por novos farmacos. Os processos de
modificacdo molecular sdo promissores pela possibilidade de desenvolver novos
tratamentos mais seletivos, transformando substancias existentes através de
reagbes quimicas (CERNAK et al., 2016). Diversas sdo as vantagens durante o
planejamento e desenvolvimento de farmacos pré-existentes. Elas decorrem, entre
outros fatores, do prévio conhecimento de suas acdes terapéuticas e reacdes
adversas, e respectivos mecanismos de acdo, bem como mecanismos
farmacocinéticos (DRISCOLL et al., 2017).

Neste contexto, os derivados acilhidrazbnicos se mostraram como uma
importante classe de compostos quimicos sintéticos, que vem sendo estudada
devido as suas diversas propriedades farmacol6gicas. Na literatura encontram-se
relatos de propriedades analgésicas e antitromboéticas (BARREIRO et al.,, 2002).
Alguns trabalhos também demostraram atividades antitumoral e antiviral (ROSTOM,;
SHALABY; EL-DEMELLAWY, 2003). Destaca-se também a atividade antiinflamatoria
(BISPO JUNIOR et al., 2011; CHELUCCI et al., 2014; EL-DIN; BARSEEM, 2016).

Os mecanismos de agcdo de compostos acilhidrazénicos podem envolver a
inibicdo de enzimas pré-inflamatérias como as cicloxigenases (COX) e b5-
lipoxigenase (5-LOX) (SHEN et al.,, 2017; MOHSIN; AHMAD, 2018). Diante dos
referidos achados podemos ressaltar a importancia da sintese de compostos tendo
como base o0 ndcleo acilhidrazébnico como candidato a protétipo para
desenvolvimento de farmacos para o tratamento dos sintomas desta patologia.

1.1 PROBLEMATIZACAO

Em conjunto mais de um bilhdo de pessoas sofrem de condi¢des respiratorias
agudas ou crbnicas. No Brasil, a conjuntura ndo € discrepante. Doencas
respiratérias estdo entre as principais causas em numeros de mortes (SOUZA et al.,
2018). Estima-se que um total mundial de mais de 300 milhdes de pessoas tenha
asma. E considerada uma doenca crénica comum em pessoas que vivem em paises
de baixa renda (BACKMAN et al., 2017). Nessas situacdes, diagnésticos e
tratamentos equivocados sao comuns, e medicamentos eficazes podem nao estar
disponiveis ou acessiveis (MACHADO, 2016).

Ainda que a asma afete todas as faixas etarias, no Brasil estima-se que 20%
das criancas em idade escolar tém asma, muitas delas com doenca ndo controlada e
altas taxas de inatividade fisica, absenteismo escolar e hospitalizacdes (CARDOSO
et al., 2017). As principais evidéncias indicam que as criangas com asma podem ter
um crescimento pulmonar anormal e estdo em risco de desenvolver
comprometimento respiratério ao longo da vida e DPOC (LOZANO et al., 2012).
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O tratamento da asma é dirigido para controlar os sintomas e prevenir
exacerbacbes (GINA, 2016). Os medicamentos inalatérios (2-agonistas de acao
curta proporcionam alivio rapido dos sintomas agudos, contudo, estes farmacos nao
tém acao antiinflamatéria. Seu uso ndo é recomendado como tratamento isolado de
manutenc¢do. O uso frequente (mais de duas vezes por semana) indica necessidade
de tratamento antiinflamatorio (SBPT, 2002).

Os corticosteroides, sobretudo os inalatorios, sdo os farmacos que oferecem
melhor relacdo custo/beneficio para o controle da asma persistente. Sua utilizacao
tem sido associada a reducdo da mortalidade e das hospitalizacdes por asma
(SUISSA; ERNST, 2001). Entretanto, seu uso frequente causa diversos efeitos
colaterais locais (candidiase oral, rouquiddo, tosse e irritacdo na garganta, algumas
vezes acompanhadas de broncoconstricdo devido aos propelentes ou detergentes
associados) e sistémicos (osteoporose, catarata, glaucoma, miopia aguda,
adelgacamento da pele, equimoses, diabetes e supressdo do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal causando uma diminuicdo dos niveis séricos de cortisol) (SBPT,
2002).

O uso de terapéutica combinada, incluindo corticosteréides inalados e [(2-
agonistas de longa duracdo, € eficaz em pacientes para 0s quais apenas 0S
corticosterdides inalados sao insuficientes, porém, o uso de (2-agonistas de acéo
prolongada isolados ndo € apropriado por um longo periodo pelo risco aumentado
de resultados adversos e morte (PETERS et al.,, 2016). Outras abordagens para
controlar a patologia incluem antagonistas muscarinicos de acdo prolongada e
agentes biolégicos que por possuirem precos elevados, risco de anafilaxia e/ou seu
uso ser limitado a casos especificos da doenca tém levado a baixa adesdo ao
tratamento da asma com estes medicamentos (McCRACKEN et al., 2017).

Devido a natureza heterogénea da asma e da disponibilidade limitada de
biomarcadores preditivos para o sucesso do tratamento, ha a necessidade do
aperfeicoamento desses medicamentos e procura de farmacos que sejam de baixo
custo, facil administracédo e que possuam o minimo de efeitos colaterais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Avaliar o efeito anti-inflamatério de dois derivados acilhidrazénicos (AMH e AMZ-Bz).
1.2.2 Especificos

U Avaliar a toxicidade aguda dos derivados N-acilhidrazonicos AMH e AMZ-Bz;

O Avaliar o efeito anti-inflamatorio de derivados N-acilhidrazénicos sobre o
recrutamento de leucocitos em lavado pleural;

O Avaliar atividade mucolitica de AMH e AMZ-Bz,

O Avaliar a atividade dos derivados acilhidrazénicos sobre o recrutamento de
leucécitos no lavado broncoalveolar;
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U Avaliar a agdo dos derivados acilhidrazdnicos sobre o remodelamento
pulmonar em modelo experimental induzido por bleomicina;

O Avaliar histologicamente segmentos pulmonares de camundongos tratados
com AMH e AMZ-Bz.

1.2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.3.1 Drogas de estudo

Os derivados N-acilhidrazonicos 2-ciano-N*-(3-etoxi-4-hidroxibenzilideno)-
acetohidrazida (AMH) e N'-benzylidene-2-cyano-3-phenylacrylohydrazide (AMZ-Bz)
(Figura 1) os derivados acilhidrazénicos foram fornecidos pelo Prof. Ricardo Olimpio
de Moura, do Departamento em Farmacia da Universidade Estadual da Paraiba,
Brasil. As doses utilizadas nesse estudo foram escolhidas de acordo com resultados
de um screening realizado em estudos anteriores por nosso grupo de pesquisa
(SILVA, 2015). As substancias AMH e AMZ-Bz, foram solubilizadas em salina
contendo 5% de dimetilsufoxido (DMSO).

Figura 1- Estruturas quimicas dos derivados N-acilhidrazonicos AMH e AMZ-Bz
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Fonte: Silva (2015).

1.3.2 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas e machos (com cerca de 60 dias de
nascidos) Balb/C e swiss (Mus musculus) provenientes do Biotério do Departamento
de Antibitticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos
em condicdes ambientais adequadas e controladas, com agua e alimentacédo ad
libitum. O projeto foi submetido & aprovacdo pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPE e aprovado sob o protocolo 23076.045623/2015-
18.
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1.3.3 Reagentes

Ovalbumina, carragenina, histamina, &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), dimetilsulfoxido (DMSO), brometo de hexadeciltrimetiiaménio (HTAB),
terfenadina, montelucaste e dexametasona foram comprados na Sigma Chemical
Co. Hidroxido de aluminio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), Cloridrato de cetamina e
cloridrato de xilazina foram comprados na Ceva Saude Animal Ltda (S&o Paulo,
Brasil), foi comprado na Medley Farmacéutica Ltda (Sédo Paulo, Brasil)
hematoxilinaeosina (HE), Azul de Toluidina e Picrosirius Red. Vermelho de fenol
(Sigma Aldrich - St. Louis, MO, USA). Todas as drogas foram dissolvidas em salina
0,9%, contendo 5% de DMSO. Todos o0s medicamentos foram diluidos
imediatamente antes do seu uso.

1.3.4 Toxicidade aguda oral

O teste de toxicidade aguda oral foi realizado segundo metodologia descrita
no Guia 423 das diretrizes da OECD (Organisation for Economic Cooperation and
Development). Foram utilizados grupos de 3 camundongos swiss fémeas e cada
dose foi repetida uma vez. Os animais do grupo controle receberam solucao salina a
0,9% + 5% de DMSO por via oral, enquanto os animais dos grupos tratados com
AMH e AMZ-Bz receberam uma dose de 2000 mg/kg dos respectivos produtos
dissolvidos em solugdo salina + 5% de DMSO por via oral. Foram realizadas
observacfes comportamentais sistematicas nos tempos de 15 min, 30 min, 1 h, 2 h,
4 h e 8 h ap6s a administracdo e, a partir de entéo, diariamente, até o décimo quarto
dia, por meio do screening hipocratico (CUNHA et al., 2009).

Os parametros analisados foram atividade geral, frénito vocal, irritabilidade,
resposta ao toque, resposta ao aperto da cauda, contor¢do, posicdo do trem
posterior, reflexo endireitamento, tbnus do corpo, for¢ca para agarrar, ataxia, reflexo
auricular, reflexo corneal, tremores, convulsbes, straub, hipnose, anestesia,
lacrimacéo, ptose, miccao, piloerecdo, respiragdo, cianose, hiperemia e morte.
Sinais de toxicidade, tempo do seu aparecimento, a intensidade, a duracdo e a
progressdo dos mesmos foram anotadas, tabulando-as numa escala de 0 a 4
(ausente, raro, pouco, moderado, intenso), para posterior andlise (MALONE;
ROBICHAUD, 1962; MALONE, 1977).

Parametros como massa corporal, consumo de agua e racdo foram
observados a cada 24 h durante 14 dias. Ao final do experimento, os animais foram
pesados e anestesiados para coleta de sangue por puncdo cardiaca para analise
bioquimica e em seguida submetidos a eutanasia, sendo os 6rgéos (figado, baco,
rns e estbmago) retirados, pesados e avaliados macroscopicamente. O peso
relativo dos 6rgaos foi calculado dividindo-se o peso do 6rgéo pelo peso do animal e
multiplicando-se por 100.
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1.3.5 Pleurisia alérgica induzida por ovoalbumina

Para induzir migracao de células para cavidade pleural, camundongos BALB/c
fémeas (n=5) foram sensibilizados com 0,2 mL de uma suspensdo contendo 50 ug
de ovoalbumina (OVA) (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) e 5 mg de hidroxido de
aluminio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), dissolvidos em solucdo salina estéril e
adminitrado por via subcutédnea (s.c.) no primeiro e sétimo dia do protocolo
experimental. No 14° dia do protocolo experimental, os animais foram pré-tratados
por via oral com os derivados AMH e AMZ-Bz (10 mg/kg), dexametasona (0,5 mg/kg)
ou veiculo (salina + DMSO 5%) usado para o grupo controle (desafiado com OVA) e
sadio. Apos uma hora, os animais foram anestesiados via intraperitoneal com uma
solucéo de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg).
Foi feita uma incisdo transversal na pele e nos musculos abdominais e os animais
foram desafiados com uma injecéo intratoraxica (i.t.) de 0,1 mL de OVA grade V (12
Mg/cavidade) dissolvida em salina estéril (BEZERRA-SANTOS et al., 2006). ApOs 24
h do desafio com OVA, foi feita a eutanasia dos animais, utilizando-se uma dose
letal (0,4 mL) de uma solugéo anestésica composta de xilazina 0,2 % e cetamina 1,5
%, por via intramuscular, para coleta do lavado pleural coletado para posterior
determinacdo de leucécitos. A contagem total de leucdcitos foi feita em contador
hematolégico Cell-Dyn RUBY.

Figura 2 - Delineamento experimental do modelo de pleurisia alérgica induzida por OVA e
tratamento farmacolégico com derivados acilhidrazonicos AMH e AMZ-Bz.

TRATAMENTO
D14
v
A A A A
D1 D7 D14 D15
SENSIBILIZACOES OVA LAVAGEM
OVA/Al (OH)3 12 pg/cav  CAV.PLEURAL
(i.p.) (i.pl.) PBS/EDTA

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
D = dia

1.3.6 Atividade mucolitica

A atividade mucolitica foi determinada por medi¢cdo de vermelho de fenol.
Foram utilizados grupos de 5 animais machos swiss (Mus musculus). Os animais
foram pré-tratados, por via oral, com os derivados AMH e AMZ-Bz (10 mg/kg),
ambroxol (5 mg/kg) ou veiculo (salina + DMSO 5%). Uma hora apés o tratamento, 0s
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animais receberam uma injecéo intraperitoneal de vermelho de fenol (10 mg/mL).
Trinta minutos apds a administragdo, os animais foram eutanasiados por exposi¢ao
a COz2. Toda a traqueia foi cuidadosamente retirada e colocada em 1 mL de solucao
salina e imediatamente levada ao ultrassom por um periodo de 30 min.
Posteriormente, foi adicionado 0,1 mL de hidroxido de sédio (NaOH 1M) para
estabilizar o pH do lavado. A concentracdo de vermelho de fenol foi medida em
espectrofotometro a 546 nm e os resultados foram expressos em pug/mL (ALVES et
al., 2014).

1.3.7 Modelo de asma experimental induzido por ovalbumina

O modelo experimental de asma brénquica (Adaptado de LEE et al., 2006) foi
feito em camundongos BALB/c fémea sensibilizados e desafiados com OVA. Cinco
animais de cada grupo foram sensibilizados com uma dose de 50 pug de OVA e 5,0
mg de hidroxido de aluminio [Al (OH)s] dissolvidos em 0,4 mL de salina estéril (NaCl
0,9%) administrada por via intra-peritonial (i.p.) no 1° e 14° dia. O tratamento com o0s
derivados AMH e AMZ-Bz, dexametasona (0,5 mg/kg), montelucaste (10 mg/kg) ou
veiculo (salina + DMSO 5%) ocorreu por via oral sendo a administragdo realizada
durante 7 dias (do 18° ao 24°) em um intervalo de 24 h entre as administracdes. Do
21° ao 24° dia os camundongos foram nebulizados durante 30 minutos com
ovalbumina a 3% em solucdo salina (ou salina como controle) utilizando um
nebulizador. A obtenc&o do lavado bronco alveolar (LBA) foi realizada 24 h apos a
tltima sensibilizacdo (Figura 3). Os animais foram eutanasiados por overdose de
anestésico, sendo entdo realizada a lavagem broncoalveolar utilizando-se 0,2 mL de
solucédo salina tamponada estéril (PBS) com EDTA (10 uM/mL). As aliquotas do
lavado foram coletadas para a quantificacdo dos numeros total e diferencial de
células, bem como a exsudagéo.

Figura 3 - Delineamento experimental do modelo de asma brénquica induzida por OVA e
tratamento farmacolégico de derivados AMH e AMZ-Bz.

TRATAMENTO
D18 D24
\ 4 A 4
A A A A A
D1 D14 D21 D24 D25
SENSIBILIZACOES NEBULIZACAO LAVAGEM
OVA/ Al (OH)3 OVA (3%)/PBS  BRONCOALVEOLAR
(i.p.) PBS/EDTA

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
D = dia.
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1.3.7.1 Andlise histolégica das amostras de tecido pulmonar de animais no modelo
de asma experimental induzido por OVA

Os pulmdes dos animais submetidos ao teste de asma experimental foram
perfundidos com PBS estéril, removidos apds a coleta do LBA, fixados em solugéo
de formaldeido a 10 % e emblocados em parafina. Os blocos foram cortados na
espessura de 5 ym e os cortes teciduais do tecido pulmonar foram corados para
analise morfolégica e de migracdo celular com hematoxilina e eosina (HE) em
microscopio 6ptico. Para as quantificacfes das areas inflamadas, foram atribuidos
graus de 0 a 3 [0 — ausente (até 4 células por campo); 1 — discreto (de 5 a 15 células
por campo); 2 —moderado (de 6 a 25 células por campo) e 3 — abundante (acima de
26 células por campo)],de acordo com as escalas propostas por Motohiro et al.
(1986) e Lossos et al. (2000).

A migracdo de mastocitos foi analisada com auxilio da coloracdo com azul de
toluidina. Para contagem dos mastécitos, foi utilizado um microscopio 6ptico LX
400®, Labomed, com magnitude 400X, acoplado ao computador com programa
Motic Images Plus 2.0. A leitura foi realizada em 8 campos por lamina, usando um
reticulo quadrado (20x20), onde cada lado do campo tinha 12 ym, somando uma
area de 144 pm? por campo; e a soma total dos oitos campos igual a 1052 ymz2. A
média de mastdcitos foi obtida pela leitura dos 8 campos e expressa em células/um?
(ARNAUD et al., 2014).

1.3.8 Modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina

Camundongos BALB/c machos (n=5) foram anestesiados com halotano. Em
seguida, foi administrado por inalagdo 30 pyL de uma solugdo de cloridrato de
bleomicina na concentracao de 5 mg/kg dissolvida em 2 mL/kg de salina estéril para
inducdo da fibrose. Os animais do grupo sadio receberam o mesmo volume de
salina estéril. Os compostos AMH e AMZ-Bz (10 mg/kg), dexametasona (0,5 mg/kg)
ou veiculo (salina + DMSO 5%) foram administrados no oitavo dia apdés a inducao
até o 22° dia. O peso corporal dos animais foi monitorado durante o tratamento. No
24° dia, os animais foram submetidos a eutanasia por overdose de anestésico
(Adaptado de MURAKAMI et al., 2014) e fragmentos do tecido pulmonar foram
coletados, fixados em formalina, embebidos em parafina e confecgionadas laminas
que foram coradas com Hematoxilna-eosina, para determinar a intensidade da
resposta inflamatéria, ou pelo método de Picrosirius Red, para detectar fibras
colagenas.

As imagens foram capturadas por camera digital acoplada a microscopio
optico LX 400%®, Labomed, com magnitude 400X, conectada ao computador com
programa Motic Images Plus 2.0. e transferidas no formato TIF e com uma resolugao
de 1024 x 768 pixels. Para identificacdo da area ocupada por fibras colagenas foi
utilizado um microscépio optico sob aumento de 400x, a analise foi feita em 5



26

campos aleatdrios subjacentes ao epitélio de cada lamina, totalizando 15 campos
correspondentes a cada grupo.

1.3.9 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + EPM (erro padrdao da média) ou
meédia + DPM (desvio padréo da média). A significancia estatistica entre 0s grupos
foi avaliada por analise de variancia de uma via (ANOVA), ou duas vias (ANOVA),
dependendo do modelo, seguida do teste de Tukey ou Bonferroni. Para comparacao
de densidade de mastdcitos entre os grupos, utilizou-se os testes de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn com intervalo de confianca de 95% para todos os testes,

utilizando o software Graph Pad prism. 7.0. Valores de “p” menores que 0,05
(p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  VIAS RESPIRATORIAS

O trato respiratério humano é dividido em duas por¢des funcionais: as vias
aéreas condutoras e a regido respiratéria. As vias aéreas condutoras filtram e
conduzem o ar inspirado e sdo compostas pela cavidade nasal, seios paranasais,
faringe, laringe, traqueia, brénquios, bronquiolos e bronquiolos terminais. A regido
respiratéria, local onde as trocas gasosas sdo realizadas, € composta por
bronquiolos respiratorios, ductos alveolares e sacos alveolares (PEATE, 2018).

As particulas inaladas pelo trato respiratério séo retidas ao longo das vias
respiratorias. Ao alcancarem os alvéolos pulmonares, as particulas inaladas podem
ser depositadas nos préprios alvéolos por longos periodos de tempo podendo,
ocasionalmente, a partir dos alvéolos seguir duas vias principais: (1) o transporte
alveolar e bronquiolar ou (2) depois de entrar no espaco intersticial interalveolar,
alcancar a circulacdo sanguinea ou linfatica (AUGUSTO; LOPES; GONCALVES,
2016).

O epitélio das vias aéreas € a primeira linha de contato do organismo com o
meio ambiente inalado na respiracdo, estando a toda hora exposto a agentes
infecciosos ou nocivos nas particulas transportadas pelo ar que podem causar
lesbes agudas ou cronicas (JEGAL,; KIM, 2016).

No epitélio respiratério humano - com base em critérios estruturais, funcionais
e bioquimicos - as células epiteliais podem ser classificadas em trés categorias:
basal, secretora e ciliada. Além das células epiteliais estruturais, uma variedade de
células do sistema imunoldgico, células inflamatérias e células fagociticas migram
para o epitélio respiratério, ultrapassam a membrana basal e transitam pelo lGmen
ou residem no epitélio. Estdo incluidas entre estas células mastoécitos, linfécitos,
células dendriticas e macréfagos (WHITSETT; ALENGHAT, 2014).

A membrana basal epitelial atua como ancora para o epitélio, facilitando a
aderéncia e migracdo de células epiteliais; é essencial para regular o fenétipo de
células epiteliais, bem como estabelecer e manter a sua polaridade e atua como
uma barreira entre a superficie do epitélio e o intersticio pulmonar (KASPER;
BARTH, 2017).

O intersticio pulmonar, que é o espaco extracelular e extravascular entre as
células do tecido, contém uma variedade de células como mondcitos, linfocitos,
fibroblastos, miofibroblastos e plasmocitos, além de colageno, fibras elasticas e
fluido intersticial. A principal via de drenagem para o fluido intersticial, entre o epitélio
e a membrana basal endotelial, € a via dos vasos linfaticos (LORUSSO et al.,2015).

Embora o pulmé&o seja um 6érgédo cheio de ar, sua mucosa é coberta por um
surfactante que recobre uma area superficial extensa e geralmente umidifica quase
todo 0 pulmao (AUVENSHINE, 2010).
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O epitélio das vias aéreas esta sujeito a agressodes fisicas, quimicas,
ambientais e inflamatérias, desempenhando fungdo importante tanto fisiol6gica
quanto patofisiolégica. A interacdo entre os fosfolipidios do surfactante pulmonar e
medicamentos inalados como glicocorticoides, polipeptideos e antibibticos, afetam a
absorcdo, solubilidade, retencdo e remocdo dos medicamentos no pulmao
(RANGARAJ; PAILLA; SAMPATHI, 2018).

2.1.1 Distarbios pulmonares

Sao doencgas pulmonares em virtude de obstru¢des cronicas, fisiologicamente
determinadas, das vias aéreas, independente da etiologia. Nestas doencas, a
obstrucdo do fluxo de ar pode ser crbnica e persistente ou episédica e recorrente.
(STABLER; MORRISEY, 2016). O pulmao adulto tem a capacidade de regeneracao,
no entanto, a perda de unidades alveolares frequentemente desencadeia episédios
repetidos de lesao, resultando em consumos incessantes de capacidade endbégena
de reparo pulmonar (CAO; XIAO, 2018).

Estes distarbios séo caracterizados fisiopatologicamente por eventos
infecciosos e inflamatérios que resultam em acumulo de secrecfes mucosas
espessas e viscoelasticas, o que acarreta reducdo na eficacia dos mecanismos
mucociliares e de tosse para eliminar o fluido estagnado (DHANISHA et al., 2018).

A extensa superficie epitelial do trato respiratorio entre o nariz e os alvéolos é
exposta diariamente a patdgenos virais e bacterianos, particulas e material gasoso
com efeitos potencialmente prejudiciais (DICKSON; HUFFNAGLE, 2015).

Superficies saudaveis das vias aéreas sdo revestidas por células epiteliais
ciliadas e cobertas com uma camada de superficie das vias aéreas, que tem dois
componentes, uma camada de muco que aprisiona particulas inaladas e patdogenos
estranhos, e uma camada periciliar de baixa viscosidade que lubrifica as superficies
das vias aéreas. A interacdo coordenada desses componentes na superficie do trato
respiratorio resulta no principal mecanismo de defesa dos pulmdes que € o
clearance mucociliar (BUSTAMANTE-MARIN; OSTROWSKI, 2017).

As propriedades reoldgicas do muco (isto é, a capacidade de sofrer fluxo e
deformacéo em resposta as forcas aplicadas a ele) e, portanto, a transportabilidade
da camada mucosa, sdo determinadas pela composicdo do muco e seu estado de
hidratacdo. O muco normal € composto de cerca 1% de mucinas, 1% de sal, 1% de
outras proteinas e 97% de agua (HAMED; FIEGEL, 2013).

A hidratacdo da camada superficial da via aérea € mantida pelo transporte
ibnico transmembranar ativo do epitélio ciliado. Na membrana apical, a reabsorcao
de Na® € mediada pelo canal epitelial de Na® (ENaC) com H20/Cl, seguindo
passivamente o gradiente osmotico (MOORE; TARRAN, 2018). Os principais
constituintes macromoleculares da camada mucosa sao as glicoproteinas mucina. O
aumento da produgcdo e secrecdo de mucinas é uma caracteristica de muitas
doencas crbnicas das vias aéreas, incluindo asma, DPOC e fibrose cistica (ZHOU-
SUCKOW et al., 2017).



29

Os constituintes essenciais da secre¢ao brénquica podem ser divididos em
trés grupos, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Constituintes da secrecéo brénquica, sua origem e significado.

Origem

Constituintes

Elementos secretados
pelas glandulas e
células mucosas

Mucinas acidas:

sialomucinas?
sulfamucinas?

Mucinas neutras:

fucomucinas®

Imunoglobulina A

Elementos produzidos
pela infeccdo bronquica
e pela reagéo
inflamatoria

Proteinas
plasmaticas:
soroalbumina
orosina
haptoglobina

Outras proteinas:

az-antitripsina®
calicreina®

Agua

fons

Elementos alveolares Macrofagos Fosfolipideos:
alveolares provem do
surfactante®

1) As sialomicinas sdo mais misciveis em agua, favorecendo a hidratacéo e fluidificacédo
do muco.

2) Inibem cininas, portanto intervém reduzindo a reag&o inflamatoria.

3) S&o menos hidrossoluveis, colaborando para o aumento da consisténcia do muco.

4) Constitui eficiente bloqueador de enzimas secretadas por leucocitos e macréfagos da
regiao.

5) Ao ser ativada, libera cininas que levam a broncoconstri¢céo

6) Proteina fosfolipidica complexa produzida pelas células epiteliais alveolares do tipo 2.

Fonte: Adaptado de LARA; FILHO (1999).

No cenario de inflamacé&o cronica das vias aéreas, 0 muco respiratorio contera
detritos de bactérias ou células inflamatérias; isso é chamado de "escarro" quando é
expectorado (MA; RUBIN, VOYNOW, 2018). A medicdo padrao das taxas de
clearance mucociliar requer a inalacdo de um marcador ndo-permeavel que se
deposita na superficie da via aérea. Este método assume que o marcador se move
para fora do pulmdo na mesma taxa que as secre¢des das vias aéreas nas quais ele
esta imerso (BENNETT et al., 2013).

Embora o epitélio das vias aéreas contenha diferentes tipos de células, as
células ciliadas e as células secretoras do epitélio superficial e das glandulas
submucosas contribuem diretamente para a fungédo mucociliar (FLORES-DELGADO;
LYTLE; QUINTON, 2015).
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As células caliciformes sdo as principais células secretoras no epitélio das
grandes vias aéreas. Hiperplasia de células caliciformes € uma caracteristica da
asma (ALAGHA et al., 2019) e DPOC (KIM et al., 2015), enquanto a hipertrofia de
células caliciformes, hiperplasia, ocorre na fibrose cistica (CHEN et al., 2018).

2.2 ASMA

A asma é definida como uma doenca inflamatoéria cronica caracterizada pela
obstrucdo varidvel do fluxo aéreo e hiperresponsividade das vias aéreas em
associacao com inflamacao. Podem ocorrer crises recorrentes de falta de ar e pieira
variando quanto a severidade e frequéncia de individuo para individuo. Esses
sintomas podem ocorrer varias vezes ao dia ou semanalmente, podendo em alguns
casos piorar durante atividade fisica ou a noite (GIRODET et al., 2011).

A maioria dos pacientes sofrem de asma extrinseca (relacionada a
predisposicdo genética), mas alguns pacientes tém asma intrinseca (onde o0s
mecanismos de deflagracdo sdo ndo-imunes), e esses individuos frequentemente
desenvolvem a forma mais severa da doenca (TILLES, 2018).

Os fatores de risco na asma sao classificados de acordo com as causas do
inicio da doenca, exposicdes a patdbgenos ambientais, estilo de vida, comorbidades,
exposicdes ocupacionais e gravidade da doenca. Fatores genéticos também
contribuem significativamente para a expressdo e gravidade da doenca
(LEMANSKE; BUSSE, 2010).

Durante um acometimento de asma ocorre a dilatacdo da mucosa brénquica,
causando estreitamento das vias aéreas e a redugdo do fluxo de ar
(KEGLOWICH; BORGER, 2015). Essa hiper-reatividade € acompanhada do
aumento da irritabilidade sensorial das vias respiratérias e aumento da secrecdo do
muco. A asma € uma doenca heterogénea que relaciona a imunopatologia, fenotipos
clinicos, respostas as terapias e historia natural. As diferentes expressoes clinicas da
asma envolvem diferentes fatores ambientais e contribui¢cdes variadas de contracao
do musculo liso, edema e remodelacdo dos elementos formados das vias aéreas. A
heterogeneidade da asma também se relaciona com a diferente resposta as terapias
(BAO et al., 2018).

A asma é classificada em intermitente ou persistente, podendo a asma
persistente variar entre leve, moderada ou grave. Além disso, pacientes com asma
podem ser classificados como alérgicos (mediada por Imunoglobulina E - IgE), nédo
alérgicos (desencadeada por infec¢des virais do trato respiratério ou sem causa
aparente), com doenca ocupacional, doenca respiratoria exacerbada pela aspirina,
doenca potencialmente fatal, doenca induzida pelo exercicio e tosse variante de
asma (KOTERBA; SALTOUN, 2012; LARSSON et al., 2018). A asma é classificada
geneticamente como uma desordem complexa e, como tal, ndo segue as
caracteristicas de mendelismo (LEMANSKE; BUSSE, 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keglowich%20L%5BAuthor%5D&amp;amp%3Bcauthor=true&amp;amp%3Bcauthor_uid=26106455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borger%20P%5BAuthor%5D&amp;amp%3Bcauthor=true&amp;amp%3Bcauthor_uid=26106455
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Esta patologia afeta todas as faixas etarias e apresenta alta morbidade e
mortalidade em todo o mundo. As taxas de prevaléncia de asma tém aumentado em
muitos paises nas Ultimas décadas. Comparado com 50 anos atras, quando o0s
relatos da incidéncia de asma foram entre 2% a 4%, dados atuais sugerem a
prevaléncia de 15% a 20% na populagcdo mundial (MORAES et al., 2018). O Brasil
tem alta prevaléncia de asma, assim como em outros paises da América Latina. A
mortalidade da asma no Brasil ainda é alta. Embora tenha havido uma pequena
reducdo do total de Obitos, aproximadamente 5 pacientes morrem de asma
diariamente no Brasil. Como a asma € uma doenca tratavel, ébitos por asma, muitas
vezes prematuramente, deveriam ser uma fatalidade muito rara nesse contexto. Esta
patologia € um importante problema mundial de salude e tem impacto social negativo
em diversas populacdes (CARDOSO et al., 2017).

2.2.1 Respostaimunoldgica ha asma

A asma é uma doenca inflamatéria das vias aéreas caracterizada pelo
envolvimento principalmente de células T CD4+ (HIROSE et al., 2017). O inicio
desta resposta (Figura 4) ocorre quando alérgenos que entram nas vias aéreas
ultrapassam as barreiras do trato respiratério e sao reconhecidos, fagocitados,
processados e apresentados pelas células dendriticas (PLATZER; STOUT;
FIEBIGER, 2015), consideradas as células apresentadoras de antigenos mais
poderosas (APCs) que formam uma rede imune inata dentro do tecido pulmonar,
(fase de sensibilizacdo) via complexo principal de histocompatibilidade de classe I
(MHC-II) aos linfocitos T helper ou auxiliares (Th) que irdo se diferenciar em Th2.

Os subtipos de linfocitos T CD4 séo classificados em Thl e Th2 de acordo
com o perfil de citocinas liberados por essas células. O subtipo Th2 controla a
resposta alérgica através da producdo de citocinas IL4, IL-5, IL-9 e IL-13
(MURDOCH; LLOYD, 2010).

Neste processo, 0s antigenos inalados ativam trés importantes mecanismos:
(1) a sensibilizacdo de mastdcitos através de receptor de IgE induz a liberacdo de
mediadores que estimulam a broncoconstriccdo, como leucotrienos cisteinicos e
prostaglandina; (2) as células epiteliais liberam Fator de Células-Tronco (SCF) que
promovem a manutencdo dos mastocitos na mucosa da superficie das vias aéreas;
(3) as células dendriticas processam os alérgenos (condicionados por Linfopoietina
Estromal Timica (TSLP), proveniente tanto das células epiteliais quanto de
mastocitos), e liberam quimiocina ligante (CCL17 e CCL22), que atuam sobre o
Receptor 4 de quimiocina CC (CCR4), atraindo células Th2 para as vias aéreas
(KOPF; SCHNEIDER; NOBS, 2015).
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Figura 4 — Processo de sensibilizagao ao alérgeno especifico.
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Fonte: Adaptado de GALLI et al. (2008).

Células dendriticas reconhem o antigeno, migrando para os linfonodos regionais e apresentam o
antigeno as células T, induzindo a ativacdo de células Th2 e células B. Células B secretam IgE
especifica para o plasma. Observa-se mastécito com IgE especifico, com ligante de alta afinidade
(FceRl).

7z

Depois de sensibilizado, a resposta imune secundaria é elaborada e
caracterizada pelo repertério de interleucinas (IL) liberadas por estas células (IL4,
IL5, IL9 e IL13) (GALLI et al.,, 2008), e, também, pelo infiltrado de mastdécitos,
eosinofilos, e macrofagos para as vias aéreas (Figura 5).
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Figura 5 — Respostaimune asmatica a exposi¢gao ao antigeno, ap0s processo de
sensibilizacé&o.
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Fonte: Adaptado de GALLI et al. (2008).

Células Th2 e mastdcitos participando da ativagao de eosinifilos, netréfilos, basofilos e células
caliciformes. Células Th17 induzindo a broncoconstricéo.

Os mediadores, que sédo liberados por essas células, estdo implicados ndo
apenas na broncoconstricdo, mas também no aumento da responsividade
brénquica, causando dano epitelial, hiperplasia das glandulas mucosas, fibrose
subepitelial, deposicdo de colageno, infiltrados de células inflamatoérias e aumento
da massa muscular lisa através de hiperplasia e hipertrofia (FEHRENBACH;
WAGNER; WEGMANN, 2017).

Os mastoécitos demonstram iniciar e promover a inflamacdo das vias aéreas
em modelos murinos e doengas humanas, que também envolve a secrecdo de
varios mediadores produzidos por mastdcitos (Figura 6). Em conjunto, esses
achados demonstram claramente que 0s mastocitos ndo sdo meras células efetoras
durante as reacfes alérgicas, mas também tém um papel complexo na inducdo e
regulacdo das respostas imunes adaptativas (REUTER et al., 2010)
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Figura 6 — Papel dos mastdcitos durante a sensibilizacdo e desafio com alérgenos.
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A inalagdo de um alérgeno em combinacdo com a exposi¢cdo a um estimulo alternativo/ativador de
células de mastécito independente da IgE leva a migragdo de células dendriticas para os linfonodos e
a uma inducéo de resposta Th 2. Além disso, a exposicdo ao alergénio resulta em ativacdo de
mastocitos dependentes de IgE, levando a uma quimiotaxia aumentada de células inflamatérias, bem
como a ativagao local de células T.

Linfopoiteina estromal timica (TSLP); prostaglandina D 2 (PGD »); prostaglandina E 2 (PGE »2); fator de
necrose tumoral (TNF).

—

Os mastocitos sao identificados por seus granulos intracelulares ligados a
membrana. Estes contém uma matriz  proteoglicana que  consiste
predominantemente de sulfato de heparina, e em menor grau, proteases neutras,
hidrolases acidas e moléculas de histamina. A heparina liga-se a varias citocinas e
guimiocinas, causando consequéncias potenciais, como facilitar a apresentacao
paracrina local de citocinas nas células adjacentes, protegendo-as da degradacao
proteolitica e potencialmente interferindo na deteccdo de citocinas por ELISA e
imunohistoquimica (BRADDING; ARTHUR, 2016).

A liberacdo de mediadores preformados e derivados de lipidios favorecem
para os sinais e sintomas agudos associados a resposta alérgica inicial (BARNES,
2011). As aminas biogénicas, como a histamina, ligam-se a receptores especificos
presentes em diferentes tipos celulares. No endotélio, a ligacdo de histamina causa
contracdo celular, levando ao extravasamento do plasma para os tecidos, além de
estimular a producao de prostaciclina (PGI2) e 6xido nitrico que levam a
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vasodilatacao local. Ademais, a histamina promove contragdo da célula muscular lisa
das vias aéreas. As proteases neutras de serina sdo importantes constituintes
proteicos dos granulos de mastacitos, favorecendo para o remodelamento tecidual e
0 recrutamento de células efetoras. Assim como a histamina, os mediadores
derivados de lipidios, principalmente os leucotrienos, instigam vasodilatacao,
broncoconstriccdo, aumento da permeabilidade vascular, aumento da secrecdo de
muco e da expressdo de moléculas de adesédo (GALLI et al., 2008; EISENBARTH,;
FLAVELL, 2009; HOLGATE, 2012). Alguns dos mediadores liberados sao capazes
de estimular os terminais periféricos dos nervos sensoriais nas vias aéreas e
ocasionar tosse (GALLI et al., 2008;).

A ativagcdo de mastécitos dependente de IgE um processo denominado
"exocitose composta” ou "degranulacdo anafilatica". A ativacdo da célula através
desta via ndo € um evento citotoxico, e mesmo apds a degranulacdo quase
completa, os mastocitos do pulmdo sdo capazes de re-granular (DAHLIN;
HALLGREN, 2015). Os mastdcitos ativados também liberam mediadores recém-
sintetizados, incluindo interleucinas (IL-3, IL-5), fator estimulador do crescimento de
granulécitos e mondcitos (GM-CSF), que, juntamente com os leucotrienos, ativam e
atraem outras células inflamatérias para a parede brbénquica, perpetuando o
processo inflamatodrio, mas séo liberados mais lentamente do que os mediadores
pré-formados (SILVA; DIAS, 2013).

Na asma h& um acumulo de células inflamatérias no tecido pulmonar
constituido principalmente de linfocitos Th2, mastécitos, eosindfilos, células
dendriticas e macréfagos e angiogénese em resposta ao aumento de secrec¢édo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (SIDDIQUI et al.,, 2007; ERLE;
SHEPPARD, 2014).

Os eosindfilos estdo entre os principais constituintes do infiltrado inflamatorio
pulmonar em individuos com asma. A diferenciacdo terminal e a mobilizacdo de
eosinofilos na medula éssea sao dirigidas pela IL-5 secretada durante reacéo de fase
inicial e tardia. Eosindfilos ativados séo capazes de produzir e secretar mediadores
lipidicos (como o leucotrieno C4 (LTC4)), proteinas basicas, citocinas IL- 4, IL-5, IL-
13, incluindo interferon (IFN)-y, e quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de
linfécitos Th2, amplificando a resposta inflamatéria alérgica (COHN et al., 2004;
HOLGATE 2012). Os eosinofilos também podem articular a resposta imune
adaptativa e atuar como células apresentadoras de antigeno, agindo como
amplificadores do processo inflamatorio no sitio da inflamacdo (BARRETT; AUSTEN
2009).

2.2.2 Fisiopatologia da asma

A inflamacéo cronica na asma é frequentemente acompanhada de mudancas
estruturais que podem envolver todas as camadas da parede das vias aéreas e
tipicamente esta associada com o aumento do numero e tamanho de células
caliciformes, a remoc¢éo do epitélio e espessamento da membrana reticular basal,
hipertrofia e hiperplasia da musculatura lisa brédnquica, elastose e fragmentacao das
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fibras elasticas, hiperplasia das glandulas mucosas, aumento no desenvolvimento de
miofibroblastos e da vascularidade (angiogénese) e deposicdo de componentes de
matriz extracelular levando a fibrose subepitelial (PELAIA; VATRELLA; MASELLI,
2012; ERLE; SHEPPARD, 2014).

A parede das vias aéreas de pacientes asmaticos é impregnada com
eosinofilos e células mononucleares, principalmente linfocitos T CD4*. A quantidade
de mastocitos, macréfagos e neutrofilos também aumenta no tecido pulmonar. No
limen das vias aéreas, o0 muco se mistura as células efetoras ativadas, incluindo
macréfagos, linfocitos Th2 e eosindfilos. Nos casos mais graves, ocorre também um
aumento substancial na quantidade de neutrofilos. Além disso, essas alteracdes
estruturais acarretam comprometimento da funcdo de barreira do epitélio das vias
aéreas (BARNES, 2011).

As alteracBes estruturais na parede das vias aéreas e no paréngquima
pulmonar, anunciadas como remodelamento, parecem resultar da interacdo de
mediadores inflamatdorios com as células do estroma e células inflamatoérias. Fatores
locais, envolvendo as células estruturais e a matriz extracelular, respondem a
inflamacdo de forma caracteristica e coordenada na tentativa de reparar o dano
causado pela inflamacao local. Além disso, o espessamento da membrana basal
reticular, como resultado da fibrose subepitelial, promove uma reducéo no diametro
do lumen dessas vias (ERLE; SHEPPARD, 2014)

2.2.3 Remodelamento das vias aéreas

A remodelagdo das vias aéreas na asma foi descrita pela primeira vez em
1922 por Hubert e Koessler em casos de asma fatal. Desde entdo, este
remodelamento tem sido documentado em vias aéreas grandes e pequenas. Esta
fisiopatologia refere-se as alteracbes estruturais nas vias aéreas de individuos
asmaticos néo vistos em individuos saudaveis (JAMES et al., 2002).

A presenca de inflamacéo cronica com a liberacdo de inUmeras substancias
mediadoras, poderia agir, teoricamente, em cada um dos compartimentos da via
aérea, tendo como consequéncia as alteracfes de carater anatbmico. Sabe-se que a
inflamacé&o cronica pode seguir um quadro agudo ou apresentar-se de maneira
cronica insidiosa, o que leva ao dano tecidual progressivo (MAUAD et al., 2000).

Neste processo ocorre uma sequéncia de alteragbes estruturais que vao
desde a superficie epitelial até a adventicia do bréonquio. Dente as alteracbes
epiteliais ocorrem a descamacado intensa de ceélulas para dentro do lume da via
aérea. Paralelamente, ha prejuizo da ciliogénese, metaplasia de células caliciformes
na via aérea e, em menor grau, metaplasia escamosa, fendmenos inespecificos e
aparentemente relacionados a regeneracdo epitelial. Existem muitos fatores que
podem levar ao estado de mutacdo epitelial na asma. O mais conhecido é o dano
epitelial devido a acdo dos produtos derivados da degradacdo de eosinodfilos, que
tem fator citotéxico epitelial. Outros fatores incluem radicais livres de oxigénio, efeito
de proteases neutras e do edema subepitelial (RENNARD et al., 1995).
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A membrana basal € uma camada de matriz extracelular especializada que
promove suporte mecanico e forma a estrutura mantenedora para o crescimento
epitelial. E composta por colageno tipo IV, proteoglicanos e complexos
laminina/entactina/nidogénio (MORRISSEY; SHERWOOD, 2015). Na asma, a
membrana basal mostrasse integra, havendo depdsitos de colagenos na camada
reticular. Isso determina um aspecto espessado e hialinizado, sendo considerado
quase gue uma caracteristica da doenca (TSARTSALI et al., 2011).

Na matriz extracelular pulmonar encontram-se as fibras colagenas, as fibras
elasticas, fibronectina, proteoglicanos e as substancias que compdem as
membranas basais epiteliais e endoteliais. As fibras do sistema elastico no pulmé&o
regulam a paténcia das vias aéreas e o recolhimento el4stico pulmonar (KULKARNI
et al., 2016). A perda de acoplamento das fibras elasticas ha membrana basal pode
resultar em uma diminuicdo da forca elastica da via aérea, determinando um
relaxamento deficiente da mesma e facilitando o mecanismo de broncoconstricao,
contribuindo para a hiperresponsividade bronquica (KUDO; ISHIGATSUBO; AOKI,
2013).

Na asma ocorre uma vasodilatacdo bronquica por acdo de mediadores
inflamatorios e fatores de crescimento. A consequéncia final desse estado é a
presenca de edema, atribuida a um estado de extravasamento da microcirculacéo
brénquica. Este estado de permeabilidade alterada tem implicacées no mecanismo
de remodelamento brénquico. O fator mais importante parece ser, principalmente em
vias aéreas de menor calibre, o efeito amplificador que o espessamento da mucosa
fornece para uma dada contracdo muscular no tamanho final da luz da via aérea (LlI;
WILSON, 1997).

O musculo liso brénquico é um dos principais alvos de atencdo da asma.
Vérios estudos mostraram que ha hipertrofia e hiperplasia da camada muscular. O
aumento da massa muscular poderia refletir em uma proliferacdo muscular induzida
por mediadores inflamatérios, na hipertrofia por repetidos episddios de
broncoespasmo e no controle inibitério muscular reduzido resultando em atividade
miogénica aumentada (VIGNOLA et al., 1998).

A agressao ao epitélio das vias aéreas associada a inflamacéo parece ser o
evento inicial desencadeante do processo anormal de reparo na asma. Os
eosinofilos tém papel fundamental neste processo, uma vez que causam lesdo
epitelial e estimulam a fibrogénese através da producdo de TGF-B, citocina que
regula a producdo de colageno (NATIONAL HEART LUNG AND BLOOD
INSTITUTE, 2007).

Os mastécitos podem produzir citocinas como TNF a, IL-4, fator de
crescimento fibroblastico (FGF), que também atua na digestdo da matriz
extracelular. Estas células s&o capazes de produzir colageno tipo VI
(KRISHNASWAMY et al., 2006). Os linfécitos contribuem para o remodelamento
atraves do efeito regulatério sobre a fibrose e sobre a inflamag¢do na producéo de
citocinas como IL-3, IL-5, fator estimulante de colénia de macrofagos e granuldcitos
(GMCSF) (BHATTACHARYA et al.,, 2015). Os macréfagos produzem citocinas,
metaloproteases e elastase, que podem degradar os componentes da matriz


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ishigatsubo%20Y%5BAuthor%5D&amp;amp%3Bcauthor=true&amp;amp%3Bcauthor_uid=24032029
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extracelular. As préprias ceélulas epiteliais liberam diferentes mediadores, fatores
quimiotaticos, citocinas, TGF- e o fator estimulante de colbénias de granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF), contribuindo para perpetuacao da leséo tecidual e formacao
de cicatriz (NAVEGANTES et al., 2017).

2.3  FIBROSE PULMONAR IDIOPATICA

A fibrose pulmonar idiopatica (FPI) € uma doenca que acomete o parénquima
pulmonar de forma progressiva, em resposta a algum tipo de leséo epitelial alveolar,
bem como estreitamento de vias aéreas (CHAMBERS; MERCER, 2015).

Dois tipos principais de células constituem o epitélio alveolar: os pneumacitos
tipo I, que cobrem cerca de 90 a 95% da superficie alveolar; e os pneumacitos tipo
I, que apesar de mais numerosos, revestem apenas 5 a 10% do restante da
superficie alveolar. Estas células sdo mais resistentes aos danos, e tém as funcdes
de produzir surfactante, realizar o transporte de ions, e de proliferacdo e
diferenciacdo em pneumacitos tipo |, quando esses séo lesados (CHUQUIMIA et al.,
2013). Os pneumdcitos tipo 1l podem ser considerados progenitores para a
reepitelizacdo do epitélio alveolar, pois proliferam-se para cobrir a membrana basal e
entdo diferenciam-se em células do tipo |, reestabelecendo a arquitetura alveolar
normal e aumentando a capacidade de transporte de fluidos deste epitélio
(CROSBY; WATERS, 2010).

A fibrose é morfologicamente caracterizada por processos inflamatorios
difusos que resultam em proliferacdo excessiva de fibroblastos e espessamento dos
septos alveolares com deposicdo de colageno e remodelacdo do parénquima
pulmonar (Figura 7) associada com o padrdo histopatolégico de pneumonia
intersticial ndo especificada. (SMITH et al., 2010; STEFANOV et al., 2013). Alguns
estudos sugerem que a FPI é provocada por uma cicatrizacdo descontrolada em
resposta a agresséao alveolar (LAURENT et al., 2008).
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Figura 7 - Alvéolo normal (a esquerda) e alvéolo danificado (a direita).
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Fonte: Adaptado de WARE; MATTHAY (2000).

A figura apresenta os elementos presentes em cada uma das situagbes. Os macrofagos intra-
alveolares, durante a fase aguda, secretam citocinas (interleucinas, IL-1, 6, 8 e 10, e TNF-a) que
agem localmente estimulando a quimiotaxia e a ativacdo dos neutroéfilos, atraindo-os do interior dos
capilares, para o interior dos espacos aéreos. Estes neutréfilos séo responsaveis pela secregdo de
leucotrienos, radicais oxidantes, proteases e algumas moléculas pré-inflamatoérias.

Em condi¢des habituais, a barreira epitelial € muito menos permeavel que a
barreira endotelial, desta forma, danos ao epitélio podem aumentar esta
permeabilidade, e contribuir para a infiltracdo de liquido nos espacos alveolares.
Danos aos pneumdcitos tipo Il, além de causar uma reducdo na producdo de
surfactante, causam um desequilibrio do transporte de fluidos, danificando a
capacidade de absorcdo do edema, e permitindo que este se estabeleca nos
espacos alveolares. Ademais, se a agressao ao epitélio alveolar for muito intensa, e
o reparo epitelial ndo se desenvolver suficientemente, e de maneira organizada, este
processo pode levar a fibrose pulmonar (ZHAO et al., 2010).
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O tipo de reparo apés uma agressao ao epitélio alveolar depende do nivel de
integridade da barreira epitelial, pois tanto a regeneragcdo quanto 0 processo
cicatricial dependem de interacBes complexas entre células endoteliais, epitelio
alveolar, fibroblastos, macréfagos, fatores de coagulagéo, citocinas e fatores de
crescimento (CROSBY; WATERS, 2010).

Apos a leséo epitelial alveolar, ocorre uma re-epitelizacao alveolar promovida
pelos pneumdacitos tipo Il e por células indiferenciadas que regeneram o epitélio. No
entanto, hd uma producdo exarcebada pelos pneumdcitos de citocinas e fatores de
crescimento, tais como a IL-8, o TGF-B e a proteina quimiotatica de mondcitos-1
(MCP-1) (BORTHWICK; WYNN; FISHER, 2013).

A cicatrizacdo resulta na deposicdo de fibras coldgenas. O colageno |,
principal proteina estrutural do intersticio pulmonar, é produzido em grande
guantidade durante reacdes fibroticas e, sua deposi¢cdo como substituto ao colageno
tipo 1l inicialmente produzido, provoca perda da arquitetura alveolar normal e
contribui para a reducdo das trocas gasosas e demais alteracdes funcionais
pulmonares (PARRA et al., 2014).

Muitos mediadores promovem a proliferacéo e diferenciacédo de fibroblastos e
a sintese de colageno. (LAURENT et al., 2008). O TGF-f3 é a citocina pro-fibrogénica
mais notéria em doencas fibroticas, sendo uma proteina multifuncional, realiza um
papel fundamental na deposicdo de matriz extracelular (CHERESH et al., 2013).

O TGF-B promove a diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos (células
que sintetizam proteinas efetoras proé-fibroticas, tais como colageno tipo | e
fibronectina), induz a sintese de proteoglicanos, inibe a degradacdo do colageno por
inibidores de proteases e provoca reducdo de metaloproteinases (KULKARNI et al.,
2016). Isso auxilia na deposicdo e acumulo de matriz extracelular através da
regulacdo de atividades como: a proliferacdo celular, diferenciacdo, adesao,
migracao e apoptose (LUO et al., 2014; SHI et al., 2014; KIM et al., 2015).

O TGF-B também estad envolvido na progressao da fibrose e é capaz de
regular outras citocinas tais como, fator de crescimento epidérmico (FGE), fator de
crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento derivados de plaquetas
(PDGF), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1). (LAURENT et al.,
2008).

Devido ao acumulo de colageno ocorrera um remodelamento do parénquima
pulmonar com o espessamento dos septos alveolares. A cicatrizagdo resultante
estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio levando ao estresse oxidativo,
podendo ativar a criagdo de um circulo vicioso pro-fibrogénico de TGF- (CHERESH
et al., 2013; LUO et al., 2014; SHI et al., 2014; KIM et al., 2015; LI et al., 2015).

24 TRATAMENTOS DE DOENCAS INFLAMATORIAS PULMONARES

Os tratamentos para doencas pulmonares vém sendo aprimorados ao longo
dos anos, porém sua evolucdo ndo acompanha simultaneamente aos efeitos
progressivos da asma (ITO et al., 2019). Os objetivos do tratamento desta patologia
sao reduzir o comprometimento da funcéo pulmonar e minimizar os riscos
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associados a doencga, como exacerbacdes futuras e efeitos adversos da medicagéo
(McCRACKEN et al., 2017).

As opcOes farmacologicas sao classificadas como inaladores de alivio rapido
(que tem beneficio de curto prazo) ou medicamentos de controle a longo prazo,
utilizados quase que diariamente, o qual reduzem o0s sintomas por atenuarem a
inflamacdo nas vias aéreas. Os inaladores de alivio rapido (broncodilatadores)
abrem rapidamente vias aéreas obstruidas que limitam a respiragdo. Em alguns
casos, medicamentos para alergia sao utilizados simultaneamente (STOLOFF,
1998).

Os medicamentos de controle sdo o alicerce do tratamento da asma. Esses
medicamentos diminuem a probabilidade de recidivas (FALK; HUGHES; RODGERS,
2016). Tipos de medicamentos de controle a longo prazo incluem: B2-agonistas,
antagonistas muscarinicos, corticosteroides inalados ou orais, antagonistas de
receptor de leucotrienos, inibidor de sintese de leucotrienos, Anti-IgE, Anti-IL-5 e
termoplastia brébnquica (McCRACKEN et al., 2017). A escolha inicial do
medicamento é dirigida pela gravidade da classificacdo da asma (intermitente;
persistente leve; moderada ou grave) no diagnostico (GINA, 2016).

Para pacientes com asma intermitente s&o utilizados farmacos (2-agonistas
(albuterol, levalbuterol, pirbuterol) ou antagonista muscarinico (ipratropio) ambos de
curta duracdo, administrados conforme necessario. Esses medicamentos também
sdo usados para alivio rdpido dos sintomas em todos 0s pacientes com asma,
independente do nivel de gravidade (SZEFLER et al., 2008).

Os B agonistas exercem seus efeitos
broncodilatadores via adrenoceptores B2 (32 ARs) localizados nas células do
musculo liso das vias aéreas. Apos a ligacdo desses agonistas ao adrenoreceptor
B2, a adenilato ciclase é estimulada pela subunidade By da proteina Gs, econverte a

adenosina trifosfato (ATP) em adenosina 3,5’-monofosfato ciclica (AMPc), a qual
ativa a proteina kinase A (PKA). Essa enzima promove o relaxamento do musculo
liso através da fosforilacdo da cadeia leve da miosina e pela abertura de canais de
célcio (Ca 2*) dependente de potassio (K*), aliviando a broncoconstriccdo
(GODINHO; DUARTE; PACINI, 2015). Além disso, os agonistas B2 inibem a
neurotransmissao colinérgica nas vias aéreas humanas, reduzindo a
broncoconstriccéo induzida por essa via. Alguns estudos também demonstraram que
0s agonistas 32-adrenérgicos aumentam a condutancia de canais deK* das vias
aereas, provocando hiperpolarizacéo e relaxamento da membrana (LIU etal., 2015).
A ativacdo desses receptores resulta no relaxamento das vias
aéreas através de processos moleculares. Estes broncodilatadores de alivio rapido
agem em poucos minutos para aliviar rapidamente os sintomas durante um ataque
de asma. A ligagao do agonista 32 ao adrenoreceptor induz uma alteracéo
conformacional permitindo a expresséo de adenililciclase que aciona uma miriade de
alvos celulares resultando na broncodilatagéo (BILLINGTON; PENN; HALL, 2017).

Além dos receptores expressos nas células do musculo liso das vias aéreas,
B2 ARs também s&o encontrados em varios outros tipos de células dentro dos
pulmdes, incluindo células epiteliais, submucosas, endotélio vascular, masculo liso
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vascular e células inflamatérias, incluindo mastécitos, macréfagos e eosindfilos
(BILLINGTON; PENN; HALL, 2016).

JA para asma persistente leve sdo preferencialmente utilizados
corticosterdides inalados que melhoram a funcdo pulmonar, sintomas e
exacerbacdes na asma (ALANGARI, 2014).

Os glicocorticoides se ligam a receptores citoplasmaticos, denominados
receptores de glicocorticoide (GR), translocando-se do citoplasma para o nucleo,
onde pode se ligar e ativar a transcricdo de promotores de genes (transativagéo) ou
interagir com outros fatores de transcricdo para alterar sua fungéo (transrepressao)
(KING et al., 2013).

Na transativacdo, o complexo receptor-glicocorticoide ativado forma um
dimero e liga-se ao elemento de resposta ao glicocorticoide (GRE) na regido
promotora dos genes sensiveis ao esteroide, levando a transcricdo dos genes
responsaveis pela codificacdo de mediadores anti-inflamatorios como também
anexina- 1, proteina-quinase fosfatase 1 ativada por mitdgeno (MKP-1) e do inibidor
do fator nuclear-kB (IkB). Ja na transrepressdo, o homodimero receptor-
glicocorticoide ativado interage com moléculas coativadoras que apresentam
atividade intrinseca histona acetiltransferase (HAT), as quais sdo ativadas por
fatores transcricionais pro-inflamatorios (como AP-1 e NF-kB), promovendo a
inibicdo da expressao dos genes inflamatérios (SEDWICK, 2014).

Alem disso, os glicocorticoides podem exercer efeitos diretos sobre as células
inflamatorias incluindo eosindfilos, linfécitos T e mastécitos (OKANO, 2009). Nos
eosinofilos, os corticoides inibem a liberacdo de mediadores, como IL-5, que atuam
quanto a sobrevida destas células, contribuindo para reducéo da eosinofilia das vias
aéreas (McBRIEN; MENZIES-GOW, 2017). Estes farmacos inibem a ativacdo dos
linfécitos T e bloqueiam a liberacdo de citocinas, as quais sdo importantes no
recrutamento e sobrevida de células inflamatérias (OLNES et al., 2016), e apesar de
nao ter efeito inibitério direto sobre a liberagdo de mediadores pelos mastdcitos,
guando usado a longo prazo, ele diminui o nimero dessas células na mucosa
brénquica. (WANG et al., 2015).

Corticosteroéides inalados (fluticasona, budesonida, mometasona, ciclesonida)
reduzem a infiltracdo e ativacdo de eosindfilos e outras células inflamatérias. Um
antagonista oral dos receptores de leucotrienos pode ser tdo eficaz quanto os
corticoides inalatérios, por bloquearem a acao dos leucotrienos cisteinicos que sao
mediadores chave da contragdo do musculo liso das vias aéreas, sendo um
tratamento alternativo de primeira linha (PRICE et al., 2012).

Além do seu efeito broncoconstritor, os leucotrienos também apresentam um
papel fundamental nos processos inflamatorios das vias aéreas, por promoverem a
secrecdo de muco, aumentar a permeabilidade vascular e interferir no recrutamento
de eosindfilos (LAIDLAW; BOYCE, 2012). O zafirlucaste e montelucaste, sendo
antagonistas dos receptores do CysLT1, impedem a acdo de broncospasmo,
inflamacgéo da parede pulmonar e quimiotaxia. O zileuton, por ser um inibidor de
leucotrienos agindo na inibicdo da 5-lipoxigenase, impede a sintese de leucotrienos
(GUIMARAES:; MOURA; SILVA, 2006).
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Pacientes diagnosticados com asma grave tem como opc¢des de medicacao
0s corticosteroides inalatorios de alta dosagem ou orais, que podem ser associados
a combinagbes com [(2-agonistas de longa duracdo, agonistas muscarinicos
inalatorios de acédo prolongada e terapia biologica (PETERS et al.,, 2010;
McCRACKEN; TRIPPLE; CALHOUN, 2016).

Os corticosteroides estdo entre os agentes antiinflamatérios mais potentes
para o tratamento de doencas inflamatérias crbnicas, fazendo deles a terapéutica
antiinflamatdria mais efetiva para a asma. Sua acdo predominante € de desativar
diversos genes inflamatérios (codificadores de citocinas, quimocinas, moléculas de
adesdo, enzimas inflamatérias, receptores e proteinas) expressos durante o
processo inflamatério (CAMPOS, 2007). Com isso, obtém-se alivio dos sintomas,
melhora no fluxo aéreo, diminuicdo da hiperresponsividade das vias aéreas e
prevencao das reincidéncias.

Pode-se precisar usar corticosterdides orais, como a predinizona ou a
dexametazona, por varios dias ou semanas antes de alcancar o beneficio
méaximo. Ao contrario destes, o0s corticosterbides inalatorios efetivamente
administram o farmaco em locais-alvo nos pulmdes e reduzem os efeitos colaterais
em comparacdo aos corticosterdides orais (CARR; SZEFLER, 2016), porém a
exposicdo sistémica a longo prazo dos corticosterdides inalados continua sendo uma
preocupacao pois podem afetar o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, a densidade e o
crescimento 0sseo, os olhos, a pele e a imunidade, incluindo um risco aumentado de
pneumonia (PANDYA; PUTTANNA; BALAGOPAL, 2014).

O potencial de anticolinérgicos como broncodilatadores de acédo prolongada
fornece uma opcéo adicional no tratamento da asma, A liberacdo de acetilcolina
dos nervos parassimpaticos aumenta o tonus das vias aéreas, contrai a musculatura
lisa bronquica e leva a secre¢cdo de muco e vasodilatacdo, principalmente via
interacdo com 0s receptores muscarinicos, localizados no pulmdo humano e nos
ganglios das vias aéreas, nervos, musculo liso, glandulas mucosas e endotélio
vascular pulmonar (BUELS; FRYER, 2016).

A inflamacao das vias aéreas também tem importante papel fisiopatoldgico na
asma, e a acetilcolina induz a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios das células
epiteliais brébnquicas e células do sistema imune, incluindo macréfagos, mastocitos,
monaocitos, granuldcitos, neutréfilos e eosindfilos (BUSSE et al., 2016). Os
antagonistas muscarinicos competem com a acetilcolina nos receptores
muscarinicos do musculo liso das vias aéreas para induzir a broncodilatagdo. Dadas
essas acdes, ha uma justificativa mecanicista para o0 uso de antagonistas
muscarinicos no tratamento da asma (RESTREPO, 2007).

As fosfodiesterases (PDEs) sdo um grupo de 11 enzimas de
metalofosfohidrolases estruturalmente relacionadas (PDE1 a PDE1l), mas
funcionalmente distintas, que estdo envolvidas na degradagdo de nucleotideos
ciclicos purinérgicos (AMPc e GMPc) (AZEVEDO et al., 2014).

A fosfodiesterase (PDE) do tipo 4 é a isoforma predominante nas células
estruturais, inflamatérias e imunes envolvidas na fisiopatologia da asma
(KAWAMATAWONG, 2017). A PDE4 constitui um grupo de enzimas
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farmacologicamente distintas codificadas por, pelo menos, quatro genes (PDE4A,
PDE4B, PDEA4C, PDE4D), os quais apresentam especificidade pelo AMPc (BURGIN
et al., 2009). A PDE4 é encontrada em diversos tipos de células e tecidos, incluindo
leucdcitos e muasculo liso das vias aéreas. O envolvimento da PDE4 em processos
patolégicos associados com esses tecidos sugere um potencial ponto de intervencéo
farmacoldgica em diversas desordens inflamatérias (LI; ZUO; TANG, 2018).

Através da modulacdo dos niveis de AMPc, a PDE4 regula a resposta de
leucocitos incluindo agdes pro-inflamatérias de mondcitos, células T, eosindfilos e
mastocitos. Além de regular a contragdo do musculo liso das vias aéreas e
vasculares, e a sinalizacdo de neurotransmissores (ZUO et al., 2019). A teofilina é
um inibidor ndo seletivo da PDE, utilizado no tratamento da asma e da DPOC. A
inibicdo indiscriminada de enzimas PDEs leva ao aumento dos niveis de AMPc e
GMPc em varios orgaos e tecidos incluindo: pulmao, rins, cérebro, coracao,
pancreas e figado, resultando em uma gama de efeitos adversos (DEVEREUX et al.,
2015).

O campo da terapia biolégica tem crescido nas Ultimas duas décadas com
abordagens distintas e altamente seletivas. Esses agentes agem sistemicamente
influenciando a imunopatogénese da asma, em vez de tratar as consequéncias da
inflamacé&o e do broncoespasmo, como os tratamentos convencionais (McCRACKEN
et al., 2017).

Agentes biolégicos para o tratamento da asma fornecem terapia direcionada
para pacientes com fenoétipos especificos de asma. Atualmente, o omalizumab
(anticorpo anti-IgE humanizado) (BUSSE et al., 2001), o mepolizumab (anticorpo
monoclonal humanizado antagonista de IL-5) (CADA; BINDLER; BAKER, 2016) e o
reslizumab (anticorpo monoclonal humanizado IL-5 alternativo que interrompe a
maturacdo dos eosindfilos) (CASTRO et al., 2015) sdo os Unicos anticorpos
monoclonais aprovados pela FDA disponiveis para o tratamento da asma.

Apesar de apresentar beneficios na reducdo das exacerbacdes, da reducdo
da sobrecarga de esterdides e do potencial de reducdo da utilizacdo de servicos de
saude, os custos muito elevados relacionados a esses agentes sao significativos
(McCRACKEN; TRIPPLE; CALHOUN, 2016).

Termoplastia bronquica, um procedimento aprovado em 2010 para asma.
Utilizando energia térmica de radiofreqtiéncia, visa reduzir a massa muscular lisa
das vias aéreas. Os mecanismos exatos pelos quais esse procedimento afeta a
patogénese ainda ndo estdo definidos, estudos sdo necessarios para elucidar os
mecanismos subjacentes que resultam nessas melhorias (LAXMANAN; HOGARTH,
2015). Ensaios por periodos estendidos ndo foram rigorosamente controlados, de
modo que as evidéncias de beneficio a longo prazo séo limitadas (WECHSLER et
al., 2013).

Apesar de os tratamentos disponiveis no mercado serem efetivos no controle
de doencas respiratérias, uma pequena propor¢cdo de pacientes nado responde
favoravelmente mesmo a doses elevadas dessas substancias (BARNES, 2011).
Individualmente e coletivamente, a inflamacdo pulmonar, hiperresponsividade
brénquica e a broncoconstricdo podem produzir alteragdes estruturais das vias
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respiratérias de aumento da massa muscular lisa, espessamento lamina reticular e
hipertrofia das glandulas mucosas, coletivamente conhecidas como remodelamento
das vias aéreas. Nao foi provado que qualquer terapia de asma reduz ou elimina
esta remodelacdo (McCRACKEN et al., 2017).

2.5 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DAS ACILHIDRAZONAS

Na literatura quimica, as hidrazonas ndo sdo habitualmente reconhecidas
como formadoras de uma classe diferenciada de compostos organicos, sendo
frequentemente consideradas como substancias derivadas de compostos
carbonilicos. Substancias hidrazonas sao consideradas moléculas que possuem em
sua estrutura uma porcdo triatbmica conforme a apresentada na Figura 8,
considerando que esta ndo pertenca a um heterociclo (KITAEV; BUZYKIN, 1972).

Figura 8 - Fragmento triatbmico que caracteriza as hidrazonas.
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Fonte: KITAEV; BUZYKIN (1972).

Apesar da limitacdo de que a fungcdo C=N-N nao pertenca a um heterociclo,
um dos atomos de nitrogénio ou de carbono pode associar-se a um anel nao
aromatico (KITAEV; BUZYKIN, 1972).

As hidrazonas séo substancias faceis de serem sintetizadas, sendo resultante
da reacdo de hidrazinas com compostos carbonilicos, em especial aldeidos ou
cetonas. Associado a isto, soma-se a elevada reatividade, o que confere as
hidrazonas uma ampla aplicabilidade na quimica sintética, onde séo utilizadas como
intermediarios na sintese de compostos com estruturas diversas, assim como
aplicacdo na quimica analitica, onde séo utilizadas na identificacdo e no isolamento
de compostos carbonilicos, além da deteccdo de varios cations metalicos
(BARREIRO et al., 2002).

N-acilhidrazona tem sido caracterizada como uma estrututa privilegiada,
capaz de fornecer pontos de ligantes para mais do que um tipo de bioreceptor.
Modifica¢Bes das subunidades ligadas as suas fungdes acil e imina resultaram em
varias derivadas, que modulam uma grande diversidade de alvos moleculares (MAIA
et al.,, 2014). A funcdo acilhidrazbna faz parte de uma classe de moléculas que
apresentam propriedades anti-inflamatérias, antimicrobiana, anticonvulsivante,
analgésica, anticoagulante, antidepressiva, vasodilatadora, dentre outras (Figura 9).
O perfil bioativo desta molécula € devido a variacdo racional das subunidades
estruturais da regido amidica (W) e iminica (Z) destes compostos (BARREIRO;
FRAGA, 2015).
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Figura 9 — Perfis de moléculas bioativas de derivados N-Acilhidrazdnicos.
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Fonte: BARREIRO; FRAGA (2015).

As hidrazonas foram descobertas por Emil Fischer em 1883, quando o
mesmo estava sintetizando um derivado inddlico a partir da reacao fenil hidrazina
com propanona (COSTA et al., 2003). Desde entdo, esses compostos passaram a
ser sintetizados em larga escala por apresentarem acao contra diferentes tipos de
patologias (MAIA et al., 2014).

A investigagdo das hidrazonas como farmacos € frequente. Uma molécula
bastante conhecida nestas pesquisas é a nifuroxazida (Figura 10 A), principio ativo
de um medicamento comercial indicado como antisséptico intestinal. Outra hidrazida
ja comercializada é a isoniazida (Figura 10 B), que tem atividade contra tuberculose
pulmonar. Seus derivados de hidrazona estdo em estudo e testes in vivo tem se
mostrado promissores (ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007).
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Figura 10 — Compostos bioativos hidrazdnicos.

0
N—N T //O
/ N
" \>_(/j\ \_7 N—NH,
H o} /

NO, H

Fonte: ROLLAS; KUCUKGUZEL (2007).

Entre os métodos de descoberta de novos farmacos, a modificagdo molecular
se mostra como uma das técnicas mais promissoras (WERMUTH, 2004). De modo
geral, as N-acilhidrazonas que tém sido sintetizadas recentemente sdo analogas a
nifuroxazida, por possuirem anéis aromaticos e/ou heteroarométicos em cada
extremo do referido grupamento (KHLEBNIKOV et al., 2008).

Lima et al. (2008) demonstraram que a subunidade N-acilhidrazona pode
afetar a atividade do farmaco por alteracdo na conformacdo molecular, necessaria
para a interacdo com o receptor alvo.

Muitos estudos tém demonstrado que a presenca da subunidade N-
acilhidrazona confere aos compostos aumento na atividade antiinflamatoria.
Acredita-se que existe melhor reconhecimento pela COX-1 dessa subunidade e
consequentemente melhor perfil de inibicdo da enzima reduzindo a formagéo de
tromboxano A2. Os mecanismos de acdo destes compostos podem envolver a
inibicdo de outras enzimas proé- inflamatérias como a 5-LOX (ABDELGAWAD et al.,
2017).

Estudos demonstram que compostos acilhidrazonicos agem como inibidores
de PDE4, que indicam efeitos sobre caracteristicas cruciais da doenca, tais como
inibicdo do recrutamento e ativacdo de células inflamatorias, além de beneficios
sobre a funcdo pulmonar em resposta a estimulos variados (KUMMERLE et al.,
2012; GUIMARAES et al., 2018).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TOXICIDADE AGUDA ORAL

O teste de toxicidade aguda tem por finalidade determinar a capacidade de
novas substancias causarem danos a saude humana, classificando-as
apropriadamente de acordo com seu potencial de letalidade e toxicidade, conforme
estabelecido pela legislacdo (VALADARES, 2006). Uma boa correlacdo tem sido
relatada em estudos toxicoldgicos entre roedores e humanos. O estudo de toxicidade
aguda em animais garante seguranca aos seres humanos, evitando que estes sejam
submetidos a estudos clinicos com substéancias que ja demonstraram toxicidade em
contato com o organismo animal (BURDEN; SEWELL; CHAPMAN, 2015).

Os camundongos tratados com os compostos AMH e AMZ-Bz néo
apresentaram alteracfes significativas no consumo de agua e racao (Tabela 2) na
dose de 2000 mg/kg, e o respectivo grupo controle entre 0 1° e o0 14° dia.

Tabela 2 — Consumos de 4gua e racdo pelos animais tratados na dose de 2000 mg/kg com
AMH, AMZ-Bz e do grupo controle.

Tratamento Consumo de 4gua (mL) Consumo de racéo (g)

Salina 30,19 + 0,63 17,51 £ 0,67
AMH 33,07 +£0,74 19,61 + 0,18
AMZ-Bz 30,00 + 1,99 17,71 + 0,56

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Valores sao expressos em média + desvio padréo, n=6. p<0,05* significativamente diferente do grupo
controle (avaliada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Tukey com
interval de confianca de 95%).

No estudo da toxicidade aguda, todos os animais apresentaram valores entre
0 e 1 (ausente e raro) no screening hipocratico, ndo demonstrando mudancas
comportamentais anormais durante o teste, nem foram encontradas alteragoes
macroscopicas nos 0rgaos indicando baixa toxicidade das moléculas testadas.

A avaliagdo hipocrética propicia uma estimativa geral de natureza
farmacoldgica e toxicolégica de uma substancia desconhecida sobre: estado
consciente e disposicdo, reflexos, atividade e coordenacdo do sistema motor,
atividade sobre o sistema nervoso central e sistema nervoso autbnomo (TRAESEL et
al., 2014).
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Neste experimento ndo houve morte dos animais até o 14° dia. De acordo
com o Guia 423 (OECD, 2001), em um estudo de toxicidade aguda no qual ndo
ocorra 6bito de mais de um dos animais ao ser administrada a dose de 2000 mg/kg,
o valor da DLso pode ser considerado como sendo maior que 2000 mg/kg e menor
gue 5000 mg/kg.

O teste de toxicidade aguda forneceu ainda informacdes preliminares sobre o
modo de acgédo toxica e possiveis 6rgdos onde atuam a substancia. Quanto a analise
macroscopica dos orgdos dos animais em estudo, apenas o figado dos animais
tratados com AMZ-Bz apresentou alteracdo de tamanho. Também ndo houve
alteracdes significativas no peso dos 6rgaos dos camundongos tratados com AMH e
AMZ-Bz (Tabela 3) em relacéo ao grupo controle.

Tabela 3 - Peso relativo dos érgéos (%) dos animais do grupo controle e tratados com AMH e
AMZ-Bz na dose de 2000 mg/kg por via oral ap6s 14 dias.

Orgéos
Tratamento Figado Rim Baco Estémago
Salina 58,10 £ 4,85 752+157 7,40+1,70 13,67 £ 2,90
AMH 55,38 +5,86 * 572+0,45 7,30+0,85 10,01 +1,69*
AMZ-Bz 61,28 £8,28 * 706+1,70 9,32+2,82 15,36 £ 0,88 *

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Valores expressos em média = desvio padrdo da média, n = 6. p<0,05* significativamente diferente
entre os grupos tratados (avaliada por andlise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida do teste de
Tukey com intervalo de confianga de 95%).

Quanto a andlise dos parametros bioquimicos ndo houve diferenca
significativa entre os grupos tratados e o grupo controle, exceto com relacdo a
glicose dos animais tratados com AMZ-Bz, que se mostrou aumentada em
comparacao ao grupo controle (Tabela 4).
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Tabela 4 - Determinacdo dos parametros bioquimicos no soro de camundongos do grupo
controle e tratados com AMH e AMZ-Bz na dose de 2000 mg/kg por via oral ap6s 14 dias.

Controle AMH AMZ-Bz
Ureia (mg/dL) 49,4+9,73 47,4+7,33 53,2+ 2,86
Creatinina (mg/dL)  0,41+0,03 0,32+0,03 0,40 £ 0,04
TGO (U/L) 184,8+63,3 170,4+34,6 208,6 £ 95,5
TGP (U/L) 45,5+9,50 82,2+23,6 65,8 + 13,9
F. Alcalina (U/L) 130,4+36,7 136,3+30,2 135,5+12,5
P. Total (g/dL) 5,67+1,12 5,63+0,62 4,98 + 0,43
Albumina (g/dL) 3,08+0,26 2,68+0,11 2,53+0,20

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Valores expressos em média + desvio padrdo da média, n = 6. p<0,05* significativamente diferente do
grupo controle. p<0,05* significativamente diferente entre os grupos tratados (avaliada por analise de
variancia de duas vias (ANOVA) seguida do teste de Tukey com interval de confianca de 95%).

Neste estudo, as moléculas apresentaram baixa toxicidade na dose testada,
evidenciada pela auséncia de alteraces comportamentais. Também ndo ocorreram
mortes durante todo o periodo de observacdo, ndo sendo constatadas diferencas
significativas nos consumos de agua e racdo bem como nos 6rgados analisados
guando comparados ao grupo controle. Estes resultados corroboram com outras
andlises de toxicidade aguda com derivados hidrazénicos (SOOKVANICHSILP et al.,
1991; JAYALAKSHMI; NANJUNDAN, 2008).

A ureia € o metabdlito quantitativamente mais importante do catabolismo das
proteinas e da desaminacdo dos aminoacidos. Os niveis séricos da Ureia sao
alterados por diferentes formas de acdo. O aumento dos niveis séricos pode estar
relacionado com a insuficiéncia renal aguda (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION,
2002). Neste estudo a taxa de creatinina foi analisada por creatinina sérica, sendo
um importante indicador da saude renal porque é um subproduto facilmente medido
do metabolismo muscular que € excretado inalterado pelos rins. Filtrada livremente
pelos glomérulos, fornece uma avaliacdo fiel da taxa de filtragdo glomerular. A
creatinina além de avaliar a funcéo renal, € util para o acompanhamento da evolucao
da lesdo renal e da resposta a terapéuticas (ALLEN, 2012). Quando analisados os
grupos no experimento de toxicidade aguda, observou-se que ndo houve alteracao
nos niveis de uréia e creatinina, sendo indicativo de ndo ter ocorrido uma disfungéo
renal.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=National%20Kidney%20Foundation%5BCorporate%20Author%5D
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TGO (transaminase glutamico-oxalacética) e TGP (transaminase glutamico-
pirdvica) sdo enzimas transaminases (ou aminotransferases) encontradas em
diversos orgdos e tecidos, incluindo coracdo, figado, musculo esquelético e
eritrocitos. TGO esta presente no citoplasma e nas mitocondrias e, portanto, sua
elevacdo indica comprometimento celular. InUmeras drogas comumente usadas
podem elevar os niveis dessa enzima, o que a torna util na monitoracéo de terapias
com substancias hepatotéxicas. (STRYER, 2000).

TGP é um marcador mais especifico para a lesdo hepatica que a TGO.
Sua origem € citoplasmatica e, desta forma, eleva-se rapidamente apos leséo
no figado sendo, portanto, um marcador sensivel (LEE et al., 2012). Os
resultados expressos na Tabela 4 mostram que ndo houve alteracdes
significativas para os compostos AMH e AMZ-Bz quando comparados ao grupo
controle, pois ndo ocorreu diferenca significativa dos niveis dos marcadores
bioguimicos em questdo. O aumento de nives apresentado, pode ter ocorrido
pela possivel presenca de artefatos nas amostras apos a centrufugacao.

A fosfatase alcalina € uma enzima produzida principalmente nos ossos e
figado, mas também, no epitélio intestinal, tibulo renal e placenta. No figado, a
fosfatase alcalina é encontrada nas bordas das células que se unem para formar
canais biliares, que drenam a bile do figado para o intestino, onde é necessario para
ajudar na digestdo das gorduras. Aumenta, principalmente, na obstrucao biliar
(BRINGHURST et al., 2011). Similarmente ndo houve variagcdes significativas
nos niveis de fosfatase alcalina avaliados neste estudo.

As proteinas totais sdo uma andlise realizada para avaliar o estado nutricional
e para acompanhar doencas renais, neoplasias, enfermidades hepaticas avancadas,
casos de desidratacdo e diferentes processos patolégicos. A Albumina representa
cerca de 60% das proteinas plasmaticas (PERICLEOUS et al., 2016). A
concentracdo de albumina é resultado de sintese e catabolismo, que séo processos
complexos e independentes. O figado € o Unico 6rgdo capaz de sintetizar a
albumina sérica (SANTOS et al.,, 2004). Com o resultado das proteinas totais e
albumina do estudo em questdo, verificou-se que ndo houve diferencas
significativamente estatisticas ao comparar com o grupo controle, indicando que néo
ocorreu lesao no figado, como ja demostrado com as demais analises bioquimicas.

3.2 PLEURISIA ALERGICA INDUZIDA POR OVOALBUMINA

Para avaliar se os compostos acilhidrazénicos apresentam atividade na
inflamacgéo pulmonar, foi utilizado o modelo de pleurisia induzido por ovoalbumina
(OVA). Camundongos sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com AMH e
AMZ-BZ apresentaram reducao significativa na quantidade de células presentes no
lavado pleural (Tabela 5), quando comparados aos animais também sensibilizados e
desafiados com OVA, porém, tratados com salina — grupo controle. Também foi
avaliado o grupo sadio, onde os animais foram sensibilizados, desafiados e tratados
apenas com salina.
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Tabela 5 - Total de leucécitos polimorfonucleares e percentual de inibicdo da inflamacédo em
lavado pleural dos animais no teste de pleurisiainduzida por ovoalbumina.

Tratamento Dose mg/kg N° de leucécitos/mL (x106) Inibic&o %

Salina/Sadio 0,94 + 0,08 -
Salina/Controle - 4,06 £ 0,2 -

1 2,76 £ 0, 7% 32,0

AMH 10 1,52 + 0,4%*** 62,5

100 1,30 £ 0, 2%+ 67,9

1 1,58 + 0,4%*** 61,0

AMZ-Bz 10 1,56 + 0,2%*** 61,5

100 1,90 £ Q,4rrx* 53,2

Dexametasona 0,5 1,78 +0,2™ 56,1

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Valores sdo expressos em media + desvio padrdo, n=5. p<0,05* significativamente diferente do grupo
controle (avaliada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Tukey com
interval de confianca de 95%).

A alergia respiratéria é caracterizada pela hiperreatividade das vias aéreas,
gerada por mecanismos complexos e desencadeada pelo sistema imunoldgico
resultando na obstrucdo das vias pulmonares (FLORSHEIM et al., 2015). O modelo
de pleurisia induzida por alérgenos € caracterizado principalmente por influxo
leucocitario 24 h ap6s a inducdo, o que permite a analise de mediadores e células
inflamatorias. Este modelo também pode ser usado para avaliar a eficacia
terapéutica de varias substancias na inflamacao aguda (AGRA et al., 2016).

Estudos anteriores (SOUSA et al.,, 2009; ZIMECKI et al.,, 2012; REIS et
al.,2015; AGRA et al.,, 2016) demonstraram que o modelo experimental de
inflamacédo alérgica em camundongos sensibilizados e desafiados pela OVA, é
caracterizado pelo recrutamento de eosinofilos para cavidade pleural sendo este
teste adequado para investigar mecanismos de tratamento anti-alérgico (BEZERRA-
SANTOS et al., 2006).

Os nossos resultados monstraram que os compostos AMH e AMZ-Bz foram
capazes de reduzir a quantidade de células polimorfonucleares presentes na
cavidade pleural dos animais no modelo de pleurisia induzido por OVA, néao
apresentando respostas estatisticamente diferentes entre doses de 10 e 100 mg/kg,
bem como apresentaram inibicdo estatisticamente semelhante a dexametasona,
demonstrando a capacidade dessas moléculas em interferir no processo de
migracdo celular. Entretanto, para a realizacdo de testes posteriores a dose de 10
mg/kg foi escolhida por ter apresentado a eficacia estatisticamente semelhante a
dose de 100 mg/kg, e como dose menor, espera-se que cause menos efeitos
colaterais e/ou toxicos.
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3.3 ATIVIDADE MUCOLITICA

No tratamento de doencas pulmonares, uma das vertentes é a melhora da
depuracdo mucociliar através da reducéo da viscosidade e da elasticidade do muco.
As principais perspectivas neste sentido mostram uso de irrigagcdes com solucdes
salinas, de estimulantes mucociliares, e dos muco-reguladores ou expectorantes
(FAHY; DICKEY, 2010).

A hipersecrecdo de muco é uma das caracteristicas mais importantes das
doencas cronicas das vias aéreas. Sob muitos tipos de patogeneses, as células que
revestem as vias aéreas secretam numerosos fatores prosecetores que levam a
hipertrofia das células secretoras e a hiperplasia das células caliciformes nas vias
aéreas, com superproducédo concomitante de muco (SHEN et al., 2018).

A hipersecrecdo de muco nas vias aéreas pode obstruir o limen do trato
respiratério, limitar o fluxo de ar e acelerar o declinio da funcdo pulmonar. Ao mesmo
tempo, as respostas inflamatorias comprometem a eliminacdo do muco pelos cilios,
removem substancias ativas superficiais alveolares, como os surfactantes, e alteram
as propriedades biofisicas do muco, o que pode levar a infeccbes recorrentes,
causando mais obstrucdo e remodelacdo das vias aéreas (TIAN; WEN, 2015;
ALLINSON et al., 2016).

A hipersecrecdo de muco nas vias aéreas manifesta-se clinicamente como
tosse cronica e expectoracdo. O mecanismo de acdo expectorante ndo é totalmente
compreendido (SHEN et al., 2018). Neste experimento foram administradas
oralmente as substancias AMH e AMZ-Bz que apresentaram uma maior excre¢ao de
vermelho de fenol em comparacéo para o grupo controle (Tabela 6).

Tabela 6 - Atividade mucolitica dos grupos controle e tratados com os derivados N-
acilhidrazonas AMH e AMZ-Bz.

Tratamento Dose (mg/Kg) Densidade Concentragéo Inibicdo (%)
Optica (546 nm) vermelho de
fenol (ug/mL)

Controle - 0,133 + 0,03 1,20 + 0,31 -
AMH 10 0,239 + 0,06 2,20 = 0,55* 45,6

AMZ-Bz 10 0,354 + 0,06 3,30 + 0,58*** 63,8

Ambroxol 5 0,610+ 0,11 5,82 £ 1,06**** 79,5

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Valores s8o expressos em media = desvio padrdo, n=5. p<0,05* significativamente diferente entre os
grupos tratados com ambroxol e os compostos em estudo (avaliada por andlise de variancia de duas
vias (ANOVA) seguida do teste de Tukey com interval de confianca de 95%).

A atividade secretagoga de algumas drogas € parcialmente mediada pela
estimulacdo do reflexo vagal iniciado pela estimulagdo da mucosa gastrica apos
administracao oral (ALVES et al., 2014).
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Em muitos mecanismos relacionados com a atividade mucolitica, os
expectorantes atuam por reducdo da viscosidade do muco, promocao da secrecao
dos fluidos do trato respiratério e normalizagcdo do muco traqueal (ALBRECHT;
DICPINIGAITIS; GUENIN, 2017).

A secrecao de escarro é benéfica pela deflogisticacdo da traquéia e alivio da
tosse. Drogas expectorantes geralmente diluem ou aumentam a capacidade de
expulsdo do muco nas vias respiratorias para que possa ser expectorado facilmente
com o movimento ciliar (HAN et al., 2010).

Atualmente, as doencas inflamatorias crénicas das vias aéreas, sao tratadas
principalmente por meio de broncodilatadores para abertura de vias aéreas
obstruidas ou pela inalacdo de corticosteroides para controle da inflamacgéo. Dado o
importante significado clinico da hipersecrecdo de muco em doencas inflamatérias
cronicas das vias aéreas, a terapia expectorante é amplamente utilizada para ajudar
a aliviar a estenose das vias aéreas, evitar infeccdes e exacerbacdes recorrentes e
retardar o declinio da func&o pulmonar (SHEN et al., 2018).

O ambroxol é o agente procinético mais utilizado na clinica. Ele pode
estimular a producdo de surfactante no trato respiratério, regular a secrecédo de
fluidos serosos e mucosos, melhorar a depuracéo de muco nas areas ciliadas e nao-
ciliadas do trato respiratorio e facilitar a expectoracdo (MALERBA; RAGNOLI, 2008).
Estudos em animais e em humanos demonstraram sua capacidade de modulacao
da producdo e da viscosidade do muco, e de aumentar o transporte mucociliar
(PALEARI et al., 2011).

Os dois compostos estudados neste trabalho foram avaliados frente a sua
capacidade de modular a quantidade de secrecao das vias aéreas. Os compostos
AMH e AMZ-Bz apresentaram atividade expectorante de 45,6% e 63,8%,
respectivamente, indicada por um aumento da excrecdo do vermelho de fenol pela
via respiratoria quando comparados ao grupo controle. O farmaco padrao, ambroxol,
aumentou a expectoracao do vermelho de fenol em 79,5%.

O teste de atividade mucolitica baseia-se na administracdo, por via
intraperitoneal, do vermelho de fenol que em parte € absorvido sistemicamente e
entdo, excretado nas vias respiratorias onde pode ser coletado e quantificado. Este
método oferece a vantagem de avaliar a funcdo secretora do sistema respiratério
como um todo. Foi mostrado que a concentracao de vermelho fenol no fluido do trato
respiratorio € capaz de agir como um marcador para secrecdo de mucina e agua, e
que esta secrecdo pode ser influenciada pela administragdo de varios farmacos com
atividade expectorante (LOCK; CARLSON; CARRIER, 2018).

Esse modelo de experimentacdo animal € copiosamente utilizado para
avaliacdo da atividade de um potencial candidato & medicamento expectorante
(GUO et al., 2009; WANG et al., 2011; CHAKRABORTY et al., 2013; ALVES et al.,
2014).

Os derivados estudados apresentaram significativa atividade mucolitica,
aumentando o volume das secrecdes respiratdrias, que indica que a acao
expectorante pode estar relacionada a sua capacidade de aumentar a secre¢éao de
muco traqueobrdnquico e, assim, diminuir a viscosidade do muco.
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3.4 MODELO DE ASMA EXPERIMENTAL INDUZIDA POR OVALBUMINA

No protocolo de asma alérgica experimental induzida por OVA, os animais
tratados na dose de 10 mg/kg com AMH e AMZ-Bz apresentaram reducao
significante no ndamero de células totais, quando comparados ao grupo
Salina/Controle (Tabela 7).

Tabela 7 - Total de leuc6citos polimorfonucleares e percentual de inibicdo da inflamagcéo em
lavado broncoalveolar no teste de asma alérgica induzida por ovalbumina.

Tratamento Dose mg/kg N°de leucécitos/mL (x10%)  Inibicdo %
Salina/Sadio - 0,56+0,1 -
Salina/Controle - 543+0,8 -

AMH 10 1,46 + 0,5*** 73,1
AMZ-Bz 10 1,64 + 0,4*** 69,8
Montelucaste 10 1,80 £ 0,6*** 66,8
Dexametasona 0,5 1,60 = 0,6*** 70,5

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Valores sao expressos em média + desvio padrdo, n=5. p<0,05* significativamente diferente do grupo
controle (avaliada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Tukey com
interval de confianca de 95%).

Modelos experimentais murinos que mimetizam asma alérgica tém fornecido
novas oportunidades para se estudar a patogénese dessa doenca e o0
desenvolvimento de novas terapias (PACIFICO et al., 2009).

Embora modelos animais nem sempre reproduzam todos os sintomas da
doenca no homem, alguns estudos experimentais desenvolvem sindromes que
remetem proximamente a asma alérgica, caracterizada pela inflamacdo dos
pulmdes, elevada presenca de quimiocinas e citocinas, aumento da secrec¢do de
IgE, hipersecrecdo de muco, e eventualmente, remodelamento das vias aéreas.
Esses modelos sédo considerados bons sistemas para teste de novos tratamentos de
atopias (WU et al., 2006). O modelo da asma alérgica em BALB/c mostrou-se
eficiente para o estudo desses aspectos (PACIFICO et al., 2009).

Durante a resposta alérgica, ocorre uma intensa migracéo de células inflamatorias
para o pulmdo (ERPENBECK et al., 2003). Dado o grande numero de eosindfilos
encontrado nas vias aéreas de pessoas com asma leve, e verificado por dados em
experimentos de modelos murinos, a asma foi por muito tempo considerada uma
patologia coordenada por células Th2. Sabe-se agora que algumas inflamacdes
asmaticas sado neutrofilicas, controladas pelo subconjunto Th1l7 de células T
auxiliares, e que algumas inflamacdes eosinofilicas sdo controladas por células
linfoides inatas tipo 2 (células ILC2) agindo em conjunto com basoéfilos
(LAMBRECHT; HAMMAD, 2015).
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O lavado brénquio-alveolar foi realizado para verificar a presenca dessas
células e, na contagem de células totais, o grupo controle apresentou uma
quantidade muito maior de leucdcitos em comparagdo aos grupos tratados com as
substancias em teste, mostrando que estes compostos diminuem significativamente
a inflamacgéo dos pulmdes.

Inflamacéo e alteracdes estruturais nas pequenas vias aéreas representam
uma caracteristica importante deste modelo, uma vez que varios estudos publicados
tém apontado o papel das pequenas vias aéreas na patogénese da asma brénquica
(TULIC; CHRISTODOULOPOULOS; HAMID, 2001; LAHZAMI; KING, 2008;
BJERMER, 2014; USMANI et al., 2016). Em pacientes com asma grave, varias
alteracOes histoldgicas importantes nas vias aéreas tém sido observadas: infiltragdo
com leucdcitos na parede da via aérea e nos espacos aéreos distais, tamponamento
do muco e hipertrofia do masculo liso (BAI; KNIGHT, 2005).

3.4.1 Andlise histologica das amostras do tecido pulmonar dos animais
submetidos ao modelo de asma experimental induzida por ovoalbumina

A quantidade de infiltrado celular nas vias aéreas correlaciona-se com a
extensdo da inflamagdo no parénquima do pulm&o (EPSTEIN, 2004). Os cortes
histoldgicos apresentados na Figura 11 mostram que o tecido pulmonar de animais
dos grupos tratados com AMH e AMZ-Bz apresentaram menor infiltrado leucocitario
quando comparado ao grupo controle. Esse fato se mostra de acordo com o0s
resultados anteriormente mencionados.
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Figura 11 - Fotomicrografias do pulm&o de camundongos tratados com derivados
acilhidrazdnicos AMH e AMZ-Bz sobre as mudancas histopatoldgicas do tecido pulmonar em
modelo de asma experimental induzido por ovoalbumina.
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Os tecidos foram corados com hematoxilina e eosina. (A) grupo sadio: ndo sensibilizado ou desafiado
com OVA; (B) grupo alérgico: sensibilizado e desafiado com OVA e tratado com salina; (C) grupo
alérgico: desafiado com OVA e tratado com dexametasona, 0,5 mg/kg; (D) grupo alérgico: desafiado
com OVA e tratado com montelucaste, 10 mg/kg; (E) grupo alérgico: desafiado com OVA e tratado
com o derivado acilhidrazénico AMH, 10 mg/kg; (F) grupo alérgico: desafiado com OVA e tratado com
o derivado acilhidrazénico AMZ-Bz, 10 mg/kg. Aumento 100X.

('==) saco alvéolar; ( ==%) bronquios; (=) vasos sanguineos.
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Os resultados também mostraram que os animais do grupo sadio exibiram
sacos alvéolares integros, bronquios e bronquiolos terminais com epitélio de
revestimento conservados, tecido conjuntivo mucoso conservado, vasos sanguineos
com endotélio preservado e preservacao do tecido epitelial de revestimento. Os
camundongos do grupo controle apresentaram aumento da parede epitelial de
revestimento e diminuicdo da luz dos alvéolos, intenso infiltrado leucocitério
perivascular e peribronquiolar, basofilia nuclear e ndo houve preservagéo do epitélio
de revestimento dos alvéolos, bréonquios e bronquiolos terminais.

Os camundongos tratados com dexametasona mostraram conservacado do
tecido epitelial de revestimento, brébnquios, bronquiolos e aumento da luz alveolar. O
tecido pulmonar do grupo experimental montelucaste indicou aumento da espessura
do tecido epitelial alveolar, brénquios, bronquiolos e discreta diminuicdo da luz
alveolar. Os grupos tratados com os compostos AMH e AMZ-Bz apresentaram
preservacdao do tecido epitelial de revestimento, do epitélio de revestimento dos
alvéolos, brénquios, bronquiolos terminais e aumento da luz alveolar.

Um dos objetivos na terapéutica da asma € reduzir a resposta inflamatoria,
diminuindo a concentracdo de células induzidas por alérgenos para as vias aéreas,
responsaveis em manter a resposta alérgica. Associada a essa acéo antiinflamatéria
o tratamento da asma necessita reverter a broncoconstriccdo, restabelecendo a
funcdo pulmonar prejudicada (KAWAI et al., 2007). Resultante da sensibilizacdo a
alergenos especificos, diversas células, citocinas e mediadores inflamatérios
participam da resposta imune e da inflamacéo tecidual. A presenca e atividade de
eosindfilos, macréfagos, mastocitos e linfécitos Th2 nas Vvias
aéreas  sao caracteristicas da doenca (McBRIEN; MENZIES-GOW, 2017).

O acumulo de células inflamatérias, o exsudato, 0 aumento da musculatura
lisa pulmonar e a hiperplasia epitelial contribuem para o estreitamento da luz das
vias aéreas, que parece ser a base da diminuicdo do fluxo de ar, caracteristico da
broncoconstriccdo em asmaticos. O epitélio respiratério tem sido reconhecido por ser
a primeira barreira de protecdo contra estimulos irritantes. A perda morfofuncional
desta barreira pode ser o papel chave da hiperrreatividade, por permitir um acesso
amplo a estimulos broncoconstrictores da érvore brénquica (REIS; CRUZ, 2013).

Dados da literatura mostram que derivados acilhidrazénicos diminuiram a
broncoconstriccdo e a hiperreatividade bronquica em camundongos sensibilizados
com OVA (CARDOZO, 2014; CERQUEIRA, 2017). Corroborando com os resultados
encontrados no nosso estudo. Apesar do mecanismo responsavel pelo
desenvolvimento da hiperreatividade das vias aéreas ainda parecer bastante
controverso, onde alguns trabalhos demonstraram que, com o infiltrado inflamatorio
observa-se hiperreatividade brénquica frente ao alérgeno (NAKAJIMA et al., 1992;
KIPS et al., 1995; FOSTER et al., 1996; HAMELMANN et al.,1997; MATTES et al.,
2002).
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Assim como na doenca humana, ap0s exposicdo por via inalatéria de
antigeno especifico, os camundongos desenvolvem uma fase imediata dependente
da desgranulacdo de mastdcitos (HALL; AGRAWAL, 2014). ApGs a desgranulacao,
0 mastécito causa dano epitelial, aumento da propagacdo inflamatéria e €
considerado o principal responsavel pelo processo flogistico persistente na via aérea
do asmatico (HOLGATE, 2012).

Em etapa posterior foi realizada a coloracéo do tecido pulmonar com Azul de
Toluidina para estimar o numero de mastocitos metacromaticos. Através desta
coloracdo especifica foi possivel quantificar os mastocitos de acordo com a sua
integridade morfologica.

A andlise dos cortes histologicos (Figura 12) indicou que os animais do grupo
sadio ndo apresentaram mastécitos no parénquima pulmonar. No grupo controle os
mastocitos apresentram alta porcentagem de células intactas. Houve uma
diminuicéo significativa da quantidade média de mastécitos no pulméo dos animais
alérgicos em todos os demais grupos tratados quando comparados ao grupo
controle. Foram encontrados mastocitos desgranulados em todos os grupos de
animais sensibilizados com OVA, porém, estes ndo foram considerados na andlise
guantitativa destas células.



Figura 12 — Fotomicrografias de mastécitos metacromaticos do parenquima pulmonar de
camundongos tratados com derivados acilhidrazénicos em modelo de asma experimental
induzido por ovoalbumina.
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Os tecidos foram corados com Azul de Toluidina. (A) grupo sadio: ndo sensibilizado ou desafiado com
OVA; (B) grupo alérgico: sensibilizado e desafiado com OVA e tratado com salina; (C) grupo alérgico:
desafiado com OVA e tratado com dexametasona, 0,5 mg/kg; (D) grupo alérgico: desafiado com OVA
e tratado com montelucaste, 10 mg/kg; (E) grupo alérgico: desafiado com OVA e tratado com o
derivado acilhidrazénico AMH, 10 mg/kg; (F) grupo alérgico: desafiado com OVA e tratado com o
derivado acilhidrazénico AMZ-Bz, 10 mg/kg. Aumento 40X.

(9=Hpastocitos no tecido pulmonar evidenciando granulos metacromaticos no citoplasma.
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7

A densidade de mastdcitos (Tabela 8) nos tecidos é tema divergente. Esta
divergéncia de resultados pode ser explicada pelo fato de doencas inflamatérias
apresentarem diferentes estagios de evolucdo. Sugere-se que 0S mastocitos
estejam participando ativamente no processo de defesa e inflamacéo nos tecidos,
justificando sua presenca em maior quantidade no grupo controle (OVA). Esta
afirmativa coincide com as afirmacfes de STEINSVOLL et al., (2004) ao relatarem
que 0s mastocitos sdo conhecidos pelo seu papel nos processos inflamatoérios e que
sdo capazes de fagocitar, processar e apresentar antigenos tdo efetivamente quanto
0s macrofagos.

Tabela 8 — Média dos valores absolutos do nimero total de mastdcitos do tecido pulmonar de
camundongos Balb/c no modelo de asma experimental induzido por ovoalbumina.

Tratamento Dose mg/kg N° de mastocitos Inibicao %
(células/m?)

Salina/Sadio - 02+0,7 -
Salina/Controle - 393+224 -
AMH 10 112 £ 10,3**** 71,3
AMZ-Bz 10 83 £ 15,1 *x** 78,9
Montelucaste 10 171 + 13,6™** 56,4
Dexametasona 0,5 139 £ 12,2%*** 64,4

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Valores séo expressos em média + erro padréo, n=5. p<0,05* e significativamente diferente do grupo
controle (avaliada por analise do teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn com interval de
confianca de 95%).

O numero de mastdcitos aumentou significativamente no tecido pulmonar de
camundongos BALB/c induzidos por OVA sem tratamento especifico, no estudo que
comparava diferentes linhagens de camundongos comumente usados para estudar
a reacao asmatica induzida, mostrando que essa linhagem € propensa a resposta
imunoldgica induzida por Th2 (GUEDERS, 2009), corroborando com os resultados
de nosso estudo. De acordo com Reber e Fahy (2016), a terapia antialérgica
especifica diminui o recrutamento de mastécitos. Estudos prévios do numero de
mastocitos nas vias aéreas mostraram que, comparados com casos controle,
agueles que se submetem ao tratamento da asma tém o numero de mastocitos
diminuido (BENTLEY, 1996; JAMES et al., 2012).

Os mastécitos apresentam também o potencial de influenciar as células
vizinhas, através do conteddo de seus granulos, resultando em efeito inibitério,
toxico ou estimulador (KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016).
Oliveira Junior et al. (2016) demonstraram que a inibicdo da desgranulacdo de
mastocitos impede a liberagdo de histamina, leucotrienos e prostaglandinas.
Resultados semelhantes foram encontrados em estudos realizados em biopsias
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brébnquicas e lavado brénquico de pacientes com asma alérgica (BRANNAN et al.,
2006; RAM; MAKHIJA; SHREEDHARA, 2013).

A andlise histopatolégica no presente estudo, corroborou com os dados
anteriormente relatados, visto que os animais alérgicos tratados com os farmacos
padréo e os compostos AMH e AMZ-Bz diminuiram a de migracéo celular tanto para
leucdcitos (coloracdo em H/E), como na contagem de mastocitos feita a partir do
método de Azul de Toluidina. O tamanho da amostra e a contagem dos mastécitos
manualmente podem ser limitagbes deste estudo. Entretanto, a contagem
automatizada também apresenta limitacdes, visto que podem ser consideradas
como mastocitos outras estruturas pigmentadas, mesmo que ndo seja uma célula.

Estudos sugerem que os mastocitos podem ter participacdo na degradacao
tecidual visto que eles expressam alguns tipos de metaloproteinases da matriz
(MMPs) (SEGUIER; GODEAU; BROUSSE, 2000; XU et al., 2017), liberam
histamina, a qual promove edema, estimula o encurtamento do musculo liso e a
vasodilatacao, favorecendo a penetracdo de células inflamatorias no tecido (RANG
et al., 2004; LAGDIVE et al., 2013). As proteases liberadas durante a degranulacéo,
como a triptase, podem ativar MMPs e participar da destruicdo dos tecidos
(KORNMAN; VAN DYKE, 2008; LAGDIVE et al, 2013), mostrando que o0s
mastocitos ndo sdo apenas meras células efetoras durante as reacfes alérgicas,
mas também tém um papel complexo na inducéo e regulacdo das respostas imunes
adaptativas (REUTER, 2010).

3.5 MODELO DE FIBROSE PULMONAR INDUZIDO POR BLEOMICINA

Neste estudo, foi utilizado o modelo de fibrose pulmonar induzida por
bleomicina, considerado o melhor modelo murino caracterizado atualmente. Na
analise macroscopica dos pulmdes foram observadas alteracfes caracteristicas de
fibrose nos animais do grupo controle (fibrose induzida, tratados com salina), tais
como: regibes compactas, de consisténcia firme e de coloracédo branco-avermelhada
sugestivas de fibrose na superficie pulmonar. Essas alteracbes ndo foram
observadas nos animais com fibrose e tratados com os compostos acilhidrazonicos
(FIGURA 13).



63

Figura 13 - Andlise morfologica do tecido pulmonar de animais tratados com os derivados
acilhidrazonicos.

. ‘v’ z_,- P g, 4

K

IS W o g N o<

S e

AN
b P44 XY
b 9.‘!4!?.;“%_"
i g _.

ez,

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Fotomicrografias representativas de secc¢des do tecido pulmonar de camundongos desafiados com
salina estéril (A), desafiados com bleomicina 5 mg/kg e tratados com salina (B), desafiados com
bleomicina 5 mg/kg e tratados com dexametasona 0,5 mg/kg (C), desafiados com bleomicina 5 mg/kg
e tratados com AMH 10 mg/kg (D), desafiados com bleomicina 5 mg/kg e tratados com AMZ-Bz 10
mg/kg (E). Os cortes histolégicos foram processados e corados com hematoxilina e eosina e as
imagens foram capturadas e analisadas em microscopio Optico de campo claro (LX400 Labomed).

Aumento 100 X.

(==#) formagcéo de fibrose intersticial; (Jsmlvéolos; () bedipquios; () vasosssanguineos.
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A fibrose pulmonar em humanos induzida por bleomicina é caracterizada por
lesbes de células epiteliais alveolares, hiperplasia de pneumdcitos tipo I, 0 acimulo
de fibroblastos e miofibroblastos, e a deposicdo de proteinas da matriz extracelular,
resultando em perda progressiva da arquitetura pulmonar normal e
comprometimento na troca gasosa (MOORE; HOGABOAM, 2007).

A administracdo de bleomicina resulta em estresse oxidativo e inflamacéo
aguda com o subsequente aparecimento de fibrose pulmonar (MOELLER et al.,
2008). Diversas caracteristicas histolégicas do modelo da bleomicina s&o
semelhantes as da fibrose pulmonar idiopética, incluindo lesdo de células epiteliais
com hiperplasia reativa, dano a membrana basal, aglomerados de células
mesenquimais fusiformes semelhantes a focos fibroblasticos e fibrose intersticial e
intra-alveolar (SCHAEFER et al., 2011).

Existem diferentes vias de administracdo de bleomicina, neste estudo foi
utilizada uma Unica instilagdo intranasal desta molécula. A presenca de fibrose
pulmonar induzida por bleomicina foi confirmada macroscopicamente e
microscopicamente.

As analises histopatolégicas de seccdes de tecido pulmonar coradas com
hematoxilina-eosina mostraram que os pulmdes de animais do grupo sadio (fibrose
ndo induzida) apresentaram caracteristicas de tecido pulmonar saudavel, como
brébnquios, bronquiolos e alvéolos revestidos por epitélio tipicos e conservados,
vasos sanguineos de aspectos normais e auséncia de foco fibrotico ou infiltrados
inflamatérios (Figura 14 A). No grupo controle salina (fibrose induzida, tratados com
salina) apresentaram caracteristicas préprias de tecido fibrético, assim como
destruicdo da arquitetura de alvéolos, brénquios e bronquiolos, aumento do epitélio
de revestimento e consequentemente diminuicdo do limen dessas estruturas, além
de alta frequéncia de infiltrados inflamatérios (Figura 14 B). Ja no grupo
dexametasona (fibrose induzida, tratados com dexametasona) foi observado
reducdo de massa fibrotica, apresentando apenas focos isolados, semelhantes aos
descritos no grupo controle salina, no entanto, grande parte da amostra manteve
conservada a arquitetura dos brénquios, bronquiolos e alvéolos (Figura 14 C). Nos
grupos tratados (fibrose induzida, tratados com os derivados AMH e AMZ-Bz) foi
observada reducdo dos focos de fibrose e infiltrados inflamatérios, com maior
atividade no grupo tratado com AMZ-Bz, apresentando caracteristicas semelhantes
ao grupo tratado com dexametasona (Figuras 14 D e E).

Contudo, a fibrose no modelo da bleomicina tem varias diferencas
fundamentais em relacdo a doenca humana, incluindo a reversibilidade parcial, o
rapido inicio e progressao em resposta a uma lesdo bem definida. Além disso, as
variacbes do modelo de inducdo apresentam diferencas importantes. Doses Unicas
de bleomicina induzem lesdes sub-crénicas, mas multiplas administracdes deste
medicamento resultam em uma fibrose mais duradoura. Ja a instilacdo intratraqueal
de bleomicina, resulta em uma distribuicdo broncoquiliocentrica da fibrose, enquanto
a administragdo sistémica (intravenosa ou intraperitoneal), resulta em uma fibrose
subpleural que é mais semelhante aquela observada em fibrose pulmonal idiopatica
(CHUA et al., 2005).
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O modelo de fibrose pulmonar induzido por bleomicina é caracterizado por
infiltracdo macica de células inflamatorias, proliferacdo excessivamente intensificada
de fibroblastos, hiperreatividade e aumento da deposicao de colageno (GAO et al.,
2015; IMPELLIZZERI et al., 2015; ZHANG et al., 2015; GAO et al., 2016). Este tem
sido usado como um modelo classico para a avaliacdo do efeito antifibrético de
potenciais compostos candidatos a farmacos (TANAKA et al.,, 2010). Além disso,
devido ao mecanismo patoldgico pouco claro e alta letalidade da fibrose pulmonar,
novos agentes potentes sdo urgentemente necessarios.

A injecdo de bleomicina também pode levar a respostas orquestradas em
parte por neutrofilos e macréfagos e acompanhada pelo acumulo de liquido nos
pulmdes. Estas células inflamatoérias ativadas migrardo para os focos inflamatérios
onde aumentardo a atividade da mieloperoxidase, liberando citocinas inflamatorias e
perturbando o processo de reparacdo que contribuiria para reduzir oS processos
fibréticos induzidos pela bleomicina (WANG et al., 2016).

Os resultados mostraram que houve intensa migracdo leucocitaria no grupo
contole, sendo este infiltrado celular reduzido nos grupos tratados. A fibrose
pulmonar induzida por bleomicina causou perda de peso corporal e anomalias
histopatologicas pulmonares exacerbadas nos animais tratados com salina. No
entanto, essas consequéncias adversas causadas pela bleomicina foram atenuadas
eficazmente pela dexametasona e derivados acilhidrazénicos. Além disso, as
substancias foram administradas por via oral neste estudo e ndo foram observados
efeitos toxicos apOs a sua administracao.

Estudos anteriores vém descrevendo promissores compostos anti-fibréticos
por apresentarem, em analise histologica, a reducéo de focos de fibrose (reducéo de
anormalidades, deposito de colageno pulmonar e células inflamatérias) (YOU et al.,
2015; XIANG et al., 2016; WANG et al, 2016). Com base nesses estudos,
analisamos a distribuicdo de fibras colagenas presentes no tecido pulmonar de
camundongos (Figura 14), visando enfatiza-las.

Figura 14 - Fotomicrografia do tecido pulmonar de animais tratados com os derivados
acilhidrazénicos mostrando a disposicéo das fibras colagenas.
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Fonte: Dados da pesquisa (2019).
Fotomicrografias representativas de secc¢des do tecido pulmonar de camundongos desafiados com
salina estéril (A), desafiados com bleomicina 5 mg/kg e tratados com salina (B), desafiados com
bleomicina 5 mg/kg e tratados com dexametasona 0,5 mg/kg (C), desafiados com bleomicina 5 mg/kg
e tratados com AMH 10 mg/kg (D), desafiados com bleomicina 5 mg/kg e tratados com AMZ-Bz 10
mg/kg (E). Os cortes histoldgicos foram processados e corados com Picrosirius Red e as imagens
foram capturadas e analisadas em microscépio 6ptico de campo claro (LX400 Labomed). Aumento
100 X.

(==#) formacéo de fibrose intersticial.

Diversos autores ja utilizaram deste modelo para inducéo de fibrose pulmonar
(SHI et al., 2014; ASKER et al., 2015; SEO et al., 2016; CHEN et al., 2017; LV et al.,
2017), desse modo, o qualifica seguro para inducao e estudos de fibrose pulmonar.

Na fibrose, multiplos locais de leséo epitelial alveolar sdo substituidos por focos
de proliferacédo fibroblastica e de diferenciacdo em miofibroblastos com deposicéo
exuberante de matriz extracelular, destruicdo das unidades alvéolos-capilares e
diminuic&o ou perda da fun¢éo do érgao (IWANO et al., 2002; GEISER, 2003).

A analise demonstrou que o tecido pulmonar do grupo sadio permaneceu
integro e com suas caracteristicas morfolégicas preservadas, entretanto todos os
grupos experimentais apresentaram diferencas significativas na quantidade de
colageno quando comparados ao grupo controle. O aumento da deposicao de fibras
colagenas pulmonares nos animais do grupo controle sugere maior remodelamento
pulmonar. Estas alteracdes provavelmente contribuiriam para a exarcerbacdo da
hiperresponsividade bronquica.

A resposta fibroproliferativa comeca quase que imediatamente ap0s 0 inicio
da lesdo, numa tentativa de reparar o dano a parede alvéolo-capilar. O acumulo de
células inflamatérias e a entrada de plasma nos espacos alveolares alteram o
microambiente alveolar, conduzindo a evolucdo do remodelamento tecidual para a
fiborose progressiva (SOUZA, 2003). Este processo faz com que os tecidos
pulmonares sejam progressivamente substituidos por fibroblastos e colageno,
causando uma perda irreversivel destes tecidos em transferir oxigénio para a
corrente sanguinea via alvéolos pulmonares (LEE et al., 2002; WALDMAN et al.,
2003).
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Apesar de diversas drogas terem sido investigadas em ensaios pré-clinicos e
ensaios clinicos randomizados como agentes potenciais para o tratamento da
fiborose, até o momento, apenas duas substancias mostraram eficacia no
tratamento: o nintedanibe e a pirfenidona (BADDINI-MARTINE et al., 2015).

Knupel et al. (2017), analisaram os efeitos dessas drogas sobre os
fibroblastos e sua fungdo como fonte de matriz extracelular. O acumulo de matriz
extracelular, principalmente coladgeno, € uma caracteristica principal da fibrose
pulmonar. Eles mostraram que tanto nintedanibe como a pirfenidona exercem efeitos
antifibréticos através de um novo mecanismo de ac¢do: a inibicdo da formacdo de
fibrilas de colagéno I, o que leva a uma reducéo no tamanho e numero de feixes de
fibras colagenas.
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4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que os derivados N-
acilhidrazonas AMH e AMZ-Bz apresentaram efeito anti-inflamatorio, mucolitico e
antiasmatico uma vez que a quantidade de leucdcitos totais presentes na cavidade
pleural dos animais foi reduzida pelo tratamento com ambos os derivados N-
acilhidrazonicos, assim como, a quantidade de leucdcitos totais presentes na
cavidade pleural também foi reduzida no modelo experimental de asma, além de
reduzir a migracdo de mastécitos. Isto pode ter ocasionado a supressdo do
remodelamento pulmonar, mostrando eficacia na diminuicdo das fibras colagenas.
Além disso, os derivados em estudo apresentaram atividade expectorante através do
aumento da excrecdo de vermelho de fenol pelas vias aéreas, o que contribuiria na
diminuicdo da exarcebacéo de doencas pulmonares inflamatorias.

De um modo geral, a supressao eficaz da resposta inflamatéria, representa
um efeito farmacoldgico potencial das substancias testadas, podendo constituir uma
opcao de tratamento eficaz e conveniente para doencas pulmonares e o
remodelamento das vias aéreas.
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