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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM MODELO EXPERIMENTAL DE
ASMA REFRATARIA A GLICOCORTICOIDE

Camila Ribeiro Rodrigues de Péao
Orientadores Marco Aurélio Martins e Magda Fraguas Serra

Resumo da dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa-@mdbBésdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de JaneirdJFRJ, ®mo parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo

de mestre em Farmacologia.

O desenvolvimento de novos modelos animais para avaliar a patogénese da asma
resistentea glicocorticoide faz-se necesséricAcreditando a hipétese que dackground
gendico de camundongos A/J favoreagesisténciaao esteroide buscamos verificase a
efichcia do tratamento vari@om a exacerbacdo da resposta inftoria alérgica
Camundongo#\/J foram diariamente desafiada®m owalbumina(i.n.) por 2 (protocolo A)
ou 4 (protocolo B) dias consecutivos, 19 desds asensibilizacdoO tratamento oral com
dexametasona oinalacdo debudesoniddoi administrado 1 h antessdcadadesafio, e as
analises realizadas 24dpdsa ultima provocacao antigénicA funcédo pulmong infiltrado
leucocitaro, remodelanento tecidual, principais fatores de transcricdo e citoas foram
avaliados. Quando submetidosoaprotocolo A, camundongosA/J apresentaramhiper
reatividade das vias aéreas, acumulo peribronquial de eosindéfiloosefibumbepitelial, que
demonstraransensbilidade aos tratamentofNos animais que receberam 4 provocacfes com
0 alérgenp essas mudancgas tornaramresistents ao tratamento com dexametasona ou
budesonida&m camundongo#/J, mas ndo em BALB/c. Além disso,aumento dosiveis de
IL-4, IL-13, CCL11, GATAS e pp3&oram sensiveiso tratamentsomenteno protocolo A
Por outro ladpa capacidade da dexametasoggular a expressao d4KP-1, observada em
A, foi reduzidanos animais submetidos agarotocolo B. Estes resuldos sugerem que
camundongos A/Evoluem para uma condicdo de asnresensivel a glicocorticoidem
paralelo com a intensifacdo da resposta inflamatorigst refratariedade € espé@specifica
e claramente correlaciois® com a perda daapaidade doglicocorticoidede estimular a
expressao deIKP-1 ereduzir a expressao ATA-3 e pp38.

Palavraschave:asma grave gsisténcia a glicocorticoide, GAT3, p38 MAPK, MKRL1.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN EXPERIMENTAL MODEL OF
REFRACTORY ASTHMA TO GLUCOCORTICOID

Camila Ribeiro Rodriguesde Pé&o

Supervisors Marco Aurélio Martins and Magda Fraguas Srra

Abstractoft he mast er presented tehe Graduate tPiogram in Pharmacology and
Medicinal Chemistry, Institute of Biomeaxhl Sciences, Federal University of Rio de Jankiiro

UFRJ, as part of the requirements for obtaining a Master's degree in Pharmacology.

The importance of developing new animal models to assess the pathogenesis of
glucocorticoidresistant asthma has bedressed. Assuming the hypothesis that genetic
asthmaprone background of A/J mice might favor stermadistance, we sought to assess
whether the efficacy of steroid treatment vasesondary to exacerbation of allergic
inflammatory response in thesmimals. A/J mice were daily intranasaly challenged with
ovalbumin for 2 (Protocol A) or 4 (Protocol B) consecutive days, starting 19 days post
sensitization. Orally dexamethasone or inhaled budesonide were administered 1 kdudfore
challenge, and anags were done 24 h after the last challenge. Lung function, leukocyte
infiltration, tissue remodelling, pivotal transcription factors and cytokines were the major
readouts. Subjected to protocol A, mice of strain A/J reacted with airway-regueivity,
peribronchial accumulation of eosinophils and subepithelial fibrosis, all of which being
clearly sensitive to dexamethasone and budesonide. Intensified under protocol B, these
changes became steraigsistant in A/J mice but not in BALB/c. Also, increasedels of IL-

4, IL-13, CCL-11, GATA-3 and pp38, in A/J mice, appeared sensitive to steroids following
protocol A, but not B. Moreover, the dexamethasone capacity tcegypate MKP1
expression, noted under A, was markedly reduced following protocol B.e Tiredings
suggest that A/J mice evolve to a stesimisensitive asthmbke condition in parallel with the
intensification of the lung inflammatory response. This refractoriness is-spaaific and
clearly correlates with the lost of the steroid calighitio up-regulate MKP1 expression and
downregulate GATA3 and pp38 expression.

Keywords: Severe asthma, glucocorticoid resistance, GATA38 MAPK, MKR1.
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1. INTRODUCAO

1.1- Alergia

Em 1906, o pediatra vienense Clemme/on Pirquet (1874929), vindo da pesquisa
cl2nica na 8rea de infectologia e & neungalaodg
como sendo o desenvolvimento de respostas imunolégicas alteradas frente estimulos
recorrentesle substancias desconlggs ao organism@uber, 2006).Atualmente,a alergia
€ considerad@omo uma resposta imunoldgica indesejadssultante de uma sensibilizacao
prévia a uma determinada substancia quimica outra estruturalmente simil&s respostas
alérgicassao clasficadas em quatro grupos gerais com base no mecanismo da reacao
imunologica envolida. Sdo eles: Tipo | (Reacoesafilaticas), Tipo Il (Reacdestoliticas),

Tipo Il (Rea@ode Arthus) e Tipo IV (Reacdes de hipersensibilidade ta(@iajvinel et al,
2010).

A Associacdo Brasileira de Alergia e Imunopatologia estimacguea de 30% da
populacdo mundial safrcom doencas alérgicas. Sao variados os fatores que podem provocar
e agravar as crises alérgicas, dentre os quais podemos citar: clima seco, sncidaateas
repentinas, po e acaros, contato com pelos de animais, dentre Aubamsedale Espanhola
de Imunologia Chica, Alergia e Asma Pediatricalculaque até o ano de 20H&orra um
aumento no numerde individuos al@icos em paises ocidentagetandacera de 40 a 50%
da populacdo, devido o crescimento das cidades asso@adpsocesso de urbanizacdo
(Alfvén etal., 2006).

De f or ma i n tipétese siahigiemed, epropasta fpdr Strachan em 1989,
também contribui para a compreensao alonento no numero de pacientesm asma
alérgica Esta hipotese defende que habitos de higiene em excesso, a melhora das condi¢cbes
de higiene, o uso de antibidticos e vacinas impedem a ativacdo do sistema imunologico no
inicio da vida Consequentementeeses novos habitos favoreceriam posteriormemey
resposta exagerada frente ao estimulo de um antigeno ¢oeswitando enmanifestacdes
clinicasdistintas tais comanoconjuntivite, dermatite atopica, alergias alimentares, anafilaxia

ea propriaasma argica (Kucuksezeetal., 2013).



1.2- Asma

De acordo com o Relatério de Doencas Respiratorias no Mundo, publicado no Férum
das Sociedades Respiratorias Internacionais (2013), a asma esta entre as cinco principais
doencas respiratériagrupoqueaindainclui a doencga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
as infeccdes respiratérias agudass,tuberculose eo cancer de pulmdo. Emboratinja
individuos detodas as idadesacas e etniasa asma € uma doenca néo transmissinalto
comum em criangcasendomaisgrave em criancade paisegobres (Brneset al, 2014)

Segundo a Organizacdo Mundial de SafRmusquetet al, 2009, a asmgpode levar
a quadros d@nsonia, fadiga diurna, reduzidos niveis de atividade e absentismo escolar e no
trabalho, interfando de forma significativa na qualidade de vitts pacientesPor ser uma
doencade dificil diagrostico e, muitas vezes com tratamento incorretou insatisfatorip a
asma € um problema grave de saude pubticBrasil e 0 mundo.

A asma é causada pripalmente por fatores genéticeambientais (alérgenos como
poeira domeéstigapolen, dentre outrpse desencadeantes, como alimentos, medicamentos,
pelos de amnais, obesidade, infeccbes de vias aéreas superiores, exercicios, refluxo
gastoesofagico dente outros (Hlgate 1999; Bisse eLemanske 200L; Ober, 2005; Gna,

2012). Os sintomaslinicosque caracterizara doenca incluem broncoespasmo, tosse, aperto
no peito, falta de ar, hipeeatividade bréonquica, sibilacdo e limitacdo reversivel do fluxo
aér® (Adamkoet al, 2003; lazaar e Bnettierj 2003;Barnes 2005; Plph et al, 2006; Gna,
2012; Relaiaet al, 2012).As trés caracteristicas principais da asma sao: tinaicdo crénica

das vias aéream participacao importante de células inflamagdr®) hiperresponsividade
bronquica frente a um esimulo broncoconstritor; e 3) remodelamento das vias aéreas

resultando em alteragfes estruturais ou funciqBagsquett al, 2000;Sousaet al., 2012)



1.2.1- Epidemiologia

A prevaléncia da asma teraumentado significativamente nos ultimos anos,
acometendo cerca de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo, de acordo com informacdes
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), resultando em 250 mil 6bitos porampa¥l
2008; Gna, 2012).Dados fornecidos @o DATASUS apontam a asma comguarta causa
de internacbes hospitalares e a terceira em gastos do Sistema Unico de Sadde (SUS),
acometendo cerca de 10% da populacao brasileira (Figura 1). De acordo com a Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologi8BPT) e o Ministério da Saude, o Brasil ocupa a

oitava colocacao n@ankingmundial em prevaléncia de asma.
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Figura 1: Prevaléncia da asma no munédolaptado, Devereux. Naite Reviews, Immunology (2006).

Em 2011 no Brasil, o Ministério da Saude regair 177,8 mil hospitalizacbes no
SUS, dentre as quais 77,1 mil correspondem a criancas de até seis anos. A asma é responsave
por cerca de 2,5 mil 6bitos por aramde 70% deles ocorreram durante periodos de internagéo
(Gina2012; SBPT, 2012).



1.2.2- Classificagdo deasma

Segundo a IniciativeGlobal contra aAsma (Gna, 2012, essa doenca pode ser
classificada de acordo com a gravidade e os parametros da funcéo pulmonar;devamdo
consideracdo a frequénciaaeintensidade dos sintomas (Quadro 13s& classificacdo é
importante, pois auxilia na determinagdo da dose de medicamentos queltoosrsintomas
da asma de forma adequada e no menor prazo possivel. Sdo estimados que cerca de 60% do
casos de asma sejam intermitentes ou persistentesdates25% e 30% moderados e de 5%

a 10% graves. Apesar da proporcdo de asmaticos persistentes graves representarem a minoric
dos asmaticos, esses individuos correspondem a maior parcela de pacientes que utilizam
recursos pllicos de saude. Bsa forma, egspequeno grupo vem despertando grande

interesse dos profissionais de saude, devido a alta incidéncia de Obitos e precariedade no

controle dos sintomas (G, 2012).

Quadro 1: Classificagdo da gravidade da asAdaptadoGina (2012)

Persigente

Intermitente

Leve Moderada Grave

Despertares

Raros Mensais Semanais | Quase diarios
Noturnos
Limitacdes de Presente nas| Presente nag .
& Nenhuma Continua

Atividades exaerbacdes | exacerbacde

Alguns outros fatores comontolerancia a atividade fisica, tratamento necessério para
controle dos sintomas, nunoede visitas ao consultorio médico ou ao presudoorro,
quantidades anuais de utilizacéo de glicocortic@&e) sistémico, numero de hospitalizacdes
por asma e necessidade de ventilacdo mecéanica sdo aspectos também considerados par:

classificar a gravidde de cada casoifta, 2012).



1.2.3- Asmagrave

Pacientes asmaticos graves consomem mais de 50% da verba publica destinada ao
tratamento da asma @Bsleyet al, 2012), pois apesar de representarem a menor parcela dos
pacientes asmaticos esse grupoes@nta maior morbidade em relacdo a dgemga
consequentemente requer atencdo espesiauas necessidades, avaliacdo criteriosa e um
tratamento diferenciado. Esses individuos ndo conseguem controlar os sintomas da asma, pois
nado sdo capazes de respondem a terapia convencional devido a uma variedade de
possiveis fatores, comadiaixa adesdo ao tratamenttatores psicossociais,exposicdo
constantea alérgenos ogaubstancias téxicasucomorbidades tratadas inadequadameats
comorinossinusite cromig refluxo gastroesofagico @pnéia obstrutiva do sorf® 6 yBne et
al., 2012).

Pacientes asméaticos graves apresentam sintomas que sao dificeis de controlar, assim,
apesar de utilizarem altas doses de medicacdo exibem sintomas persistentes, comequadros d
exacerbacdo da asma e obstrucdo do fluxo g@mmn 2012. Por isso, ha uma procura
quinze vezes maior nas unidades de pronto atendimento pordpanp@cientes asmaticos
graves.Ademais, saagealizados cerca de vinte vezes mais atendimentos hosgstala ge
para os asmaticos moderadbe acordo com Fonse@Botelho (2006), os custos diretos
com a asma grave correspondem cerca de oito vezes mais que 0s recursos destinados a asm
intermitente e ainda sdo duas vezes maiores do que 0s gastos camoadsmaala.

A intensificacdo do processo inflamatério das vias aéreas é uma caracteristica
marcante da asma grave, que interfere diretamente no surgimento de sintomas diarios e
continuos com crises frequentes e graves, goqdelevar a internacdes consco de morte
uma vez que esses pacientes nao tém uma terapia efioazZ@L2). Outro fator que pode
contribuir com a gravidade e cronicidade da asma € a presenca prolongaat®gsmnos
respiratorios nas vias aéreas inferiotesaft, 1998.

Ademais,os asmaticoggravestém um fenotipo diferenciado, onde os eosinofilos nao
sdo as Uunicas células efetoras relevamasformacdo do quadro patologico.rNero
aumentado de neutrofilosHg@stie, 2010; Ordonez, 2000; Shaw, 2007; Wenzel, 1999;
Woodruff, 2001; Yo, 2013, além da intensificagdo do remodelamento das vias aéreas e
perda parcial e irreversivel da funcdo respiratéria ao longo do tefigpoaracteristicas que,
certamentepioram as condicdes respiratérias do paciente e favorecem as mortes prematuras
(Mooree Reters 2006; Kazaet al, 2007, Elles Rlho, 2008; Bisseet al, 1999; Gna, 2012).



Apesar da dificuldade de definic@bnicapara a asma grave, trés principadsninios
sdo consideradpsendoeles: a gravidadda disfuncéo respiratér{@avaliado através de testes
de funcdo pulmonar), a gravidade funcional (representado pelo impacto dpsngatem
sobre a capacidade de realizacdo de atividades adecpuddiade), e a carga da doenca
(refletindo o impacto na vida financeira, emocional e sat®lasma sobre o paciente, a
familia e a sociedade como um tododgiset al, 2002;Agarwale Gruptag 2010.

1.2.4- Processomnflamatorio na asma

A asma pode ser definida como uma doenca inflamatéria cronica das vias respiratorias
inferiores, onde ompcesso inflamatorio € conduzido por mecanismos reguladores complexos
com perfil de resposta T helper 2 (Th2), liberacdo de citocinas, quimiocinas e outras
moléculas de sinalizacdo (Ricciardeloal, 2004; Leeet al, 2011; Barnes, 2013).

O processo inflmatérionaasma iniciasea partir de inUmeras interacées entre fatores
ambientais e genéticotndividuos predispostdazemo primeiro contato com o0 antigeeo
sao sensibilizados (Buzigon et al., 2008; Rlaia et al, 2012). Dessa formagélulas
especiizadas como macréfagoscélulas dendriticas, que sdo células de primeira linha de
defesa e desempenham um papel central na orquestracdo da resposta imunolbgica, sdo
ativadas eo fagocitam(Palomareset al, 2011). Em seguida, fazem a apresentaci&o
elenmentos antigénicosjia molécula MHC de classe B,células ThO CD4que sédo capazes
de dentifica o elemento antigénicoalérgend através de receptores de reconhecimento de
células T (TCR)(Van Rijt et al, 2005; Fammade Lambrecht 2008; Kucuksezereget al.,

2013.

Ao serem ativados, os linfocitos T diferenciamem subpopuldes Thl, Th2 ou
Thl7, sob influ@cia de algumas citocinas, além de contribuir com a proliferacdo dessas
células e com a secrecdo de variados mediadores inflamatorios. Os Igfcitgroduzem
interferono (- NF e fator de nectJd)seutumnocornalr i &k
caracteristicas de inflamég cronica. @ linfécitos Th17 secretam 122 e IL-17, eparece ter
um papel crucial no quadro de neutroftiarante a inflamagadenquanto queps linfocitos
Th2 liberam citocinas prinflamatorias, tais como interleucinas () IL-5, IL-9 e IL-13 e
fator de transforma-«o0o do crescimento bet
resposta alérgica viaunoglobulina E IQE) (Holgate 2008; Pertini et al, 2009, Rlaiaet
al., 2012).



Dentre as principais citocinas de perfil Th2 ligadas a asma estiollL5 e 1L-13,
que sao muito importantes para recrutar e ativar células efetoras da inflamacgéo, como os
eosinofilos e mastécito IL-4 e IL-13 interferem com a diferenciacédo diisfocitos B em
plasmaocibs, que produzem Ig& ainda participam da induc&o do quadro de higatividade
das vias aéreas (AHR). Além disso, alR também contribui com a estimulacdo de células
caliciformes para secretarem mocIL-5 e IL-4 conduzem o recrutamento e ativagdo dos
eosinofilos, aumentando sua adeséo a células endoteliais vasculares. Assoeiadiencao
da sobrevda dos eosinofilos esta a-B, enquanto que a 4 € muito importante tambéna
diferenciacaale células T CDZ indiferenciadagm células de perfil Th2 @@ild et al., 2003;
Nakajima eTakatsy 2007). Na presenca de 4 e TGFb as células M9 séo ativadas e
liberam IL-9, favorecendo o crescimento e recrutamento dos mastostqadas dependm
de IgE para desgranularem Iberamarem mediadores préormados, como histamina
prostaglandinas leucotrienogPelaiaetal., 2012).

Os linfécitos B ativados secretam IgE, gse ligaa receptores de alta afinidade
(FcUORI ), |l ocali zados na s upe rApGsceexposicde doul ar
alérgeno ocorrea ativacdo dos mastécitos mediada por IgBubsequente liberagade
substancias quimiotaticasomo a eotaxinaonde os eosindfilos deslocaise da corrente
sanguinea e sao atraidos parfmco da lesdo no tecigmilmonar, gerando danos ao epitélio
das vias aéreas pela secrecdo de leucotrienos e prostaglandinasputensresubprodutos
(Spertini et al, 2009). Diversosnediadores, citocinagjuimiocinase fatores de crescimento
sdo produzidos por célulagnvolvidas em diferentegtapasdo processo inflamatorio
Metaloproteinasesespécies reativas de oxigénientre aitros também podem afetar as
funcBes e taxa de proliferacdo de células estrgtureluindo células epiteliais, fibroblastos,

células musculares lisas e endoteliais vascu(&igara J (Pelaiaet al, 2012).
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Figura 2: Processo inflamatdrio da asmasuas implicac6e®© esquerailustra o antigeno sendagocitado

pelas células dendriticas, que processam as moléculas antigénicas e as apresentam as céluli@add®dbsa

linfécitos T e a diferenciagdo em subpopula¢des Thl, Th2 ou Bad dependdes da presenca de diferentes
citocinas. As células T diferenciadas sdo capazes deziralliberar citocinagesponsaveis pel@crutamento

de células inflamatdrias para o tecido pulmonar. Mediadores inflamatérios, citocinas e fatores de crescimento
produzidos pelas células inflamatérias podem afetar as fungBes e as taxas de proliferacdo de células das vias
respiratérias do tipo estrutural, incluindo células epiteliais, fibroblastos, células do musculo liso e células
endoteliais vascularesontribuindopara o remodelamento das vias aérédalmptado. Nature Reviewfrug
Discovery(2012).

1.2.41- Célulasinflamatérias na asma

A asmaapresenta unpadrdo especifico de inflamacgéo das vias aéreas envolvendo a
mobilizacdo de diferentes células, dentre asisydestacanse o eosindfilg a célula Th2,
mastocitos ativados, macrofagos e neutrof(leigura 3) (Tatersfield et al, 2002; Barnes
2004)



Células Inflamatorias
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Figura 3: Principais células inflamatérianvolvidos no processo da asrviodificado, Nature Reviews, Drug
Discovery (2004).

1.2.41.1- Mastécitos

Os mastocitos sdo células grandes de formato globular, com ndcleo pequeno e
apresentam o citoplasma repleto de granulos que se coram intensamente. Esses granulos
contém mediadores quimicos, como a histamina e sglinmoglicanas. Os mastocitos sdo
células importantes nas reac¢des imunoldgicas, presentes no tecido conjuntivo, com um papel
fundamental no processo inflamaténmis apresentam em sua superficie receptieealta
afinidade Fc URI amoléiulgsadiigEs ondesdo ativados pelo reconhecimento de
diferentes antigenos pelas IgE3uvinelet al, 2010)

No caso das reacdes alérgicas os mastocitos e seu equivalente circllastdilo ao
entrarem em contato com o aléng desencadetaumareacao de hipersensibilidade do tipo |
via ativa-«o de FcURI. Ap-s o est2mulo, oc
preformados(aminas vasoativas proteases, heparing, IINFU e -CSH) seguida da
liberacdo de mediadoreseoformados(fator ativador de plaquetas, derivados do &cido
araquidonico e diferentes citocinas) (Cruvieehl, 2010) Tais mediadores séo responsaveis
pelo disparo do processo inflamatério alérgico, incluindo contracdo da musculatura lisa das
vias ageas,secrecao de mucaumento da permeabilidade vasc@aecrutamento de células
inflamatorias (neutrofilos e macréfagog)ara o sitio da lesaBusse e Lemanske, 200
Metcalfe, 2003
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1.2.4.1.2 Eosinéfilos

Os eosinodfilos apresentam nucleo billsiolo caracteristico, em seu citoplasma ha
granuloscristaldidesque se tornanavermelhadospos coloragdaom eosinaRepresentam
de 2 a 4% dos leucdcitos totais circulantes, e podem sair da circulacdo e entrar no tecido
conjuntivo, constituindo a primeitanha de defesa contra parasitas além de ser importante na
asma (Kerszenbaum2004).

Diferentes citocinas e fatores de crescimento estimulam a maturag&o e recrutamento de
células do sistema imunologico ehudas na asmaEm particular, a diferenciacade
eosinofilos na medula 6ssea é promovida peld,llonde sua acdo é sinergizada por
quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de eosin@i@ms o local da inflamacades
como eotaxina e RANTEECLS5), que séo liberadas por células inflamatériasviessaéreas
(Collins et al, 1995; Rlaiaet al, 2012) Apds ativacdo os eosinodfilos induzem inflamacéao,
através da producéadiberacdo do contetdo deeus granulos que séompostos de proteinas
basicas. Alem disso, liberammediadores lipidicos e espésireativas de oxigénio, este
fenbmeno resulta em lesdes ao epitélio e nervos, broncoconstricdo e hipersecrecdo de muco,

além de danos as céislda mucosa (Hoga al., 2008).

1.2.4.1.3Células T

Os linfocitos podem ser células grandes (3% dos litafgic9 a 12um) ou pequenas
(97% dos linfécitos; @Wum), nos dois casos o0 nucleo é redondo e pode apresentar leve
reentrancia. O citoplasma comumente apresenta aspecto de um anel delgado no entorno do
nucleo. Os linfocitos T desempenham um papel fundaniemainiciagdo e regulacdo da
resposta inflamatoria, pois atuam na ativagdo de outras células através da liberacdo de
citocinas.(Kierszenbaum?004).

No processo inflamatorio associado a asms, linfocitos produzem citocinas,
participam da maturacédo divacado de mastocitos e basofilos, contribuem aipdea a
inflamacé&o eosinofilica mediada porH. possibilitando dano epitelial e hipgsponsividade
bronquica(Pelaiaet al, 2012; Gloudemanst al, 2013).Além disso, existem células T com
caracterigcas regulatorias que apresentam um efeito na supressdo da resposta imunoldgica

através da regulacdo das células Th2 na asma (Bekdia2012.
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1.2.4.1.4 Neutrdfilos

Os neutrofilos cont@ granulos (primarios e secundarios) especificos em seu
citoplasma, cm nucleo lobulado eo seremcoradoscom azul de metileno é possivel
observar unaspecto rosa palido. Corresponda maioria dos leucocitos circulantesdendo
alcancarcerca de 70%os globulos brancoshegando atingir um tempo de vida médie 6
a 7 hno sangue e até 4 dias no tecido conjuntivo

A elastde e mieloperoxidase (presenteos granulos primarios), 0s receptores
especificos para Cba, asklectinae as integrinas (que se ligam moléculas de adesédo
intracelular 1 e 2 [ICAML e ICAM-2]) favorecem a funcdo de migrag@nquanto que o
lisossomo e proteases (presentes nos granulos secundarios) contribuem para a acao
antibacteriana dos neutroéfiloSruvinelet al, 2010.

Moore e seus colaboradores (2013) sugerem que a presenca td#iloguem
pacientes asmaticos esta relacionada a infeccbes concomaantefsingos oportunistas
estdo presentes especialmente em pacientes asmaticos graves, podendo agravar ainda mais
quadro desses individuos.

1.2.4.2- Citocinas inflamatéria s na asma

Os mediadores inflamatoérios, como as citocinas e quimiocinas, desempenham um
papel crucial na asma, pois sao capazes de recrutar, ativar e promover a sobrevida de diversas
células inflamatdrias. As citocinas e quimiocinas séo glicoproteinas hidnasisalie 8 a 30
kDa, produzidas a partir de diferentes tipos celulares. No entanto, apesar de ja ter sido
descrito cerca de 50 citocinas, o papel de cada uma na fisiopatologia da asma ainda precisa ser
melhor compreendido (Barnes, 2008; Olivestaal, 2011). De maneira geral, as citocinas
compreendem: interleucinas, linfocinas, monocinas, interferons, fatores estimuladores de
colénias e quimiocinas @npos 2007).

As citocinas 14, IL-13 e IL-5 destacarse como as principaisresponsaveipelo
desenvolvimato e estabelecimentda resposta alérgic& IL-13 mimetiza a acdo da 4,
quando se trata da indugdo de IgE, no entanto é incapaz de promover a diferenciacdo de
células Th2 Kucuksezeet al, 2013. Por outro lado, #_-13 parece ter um papel crucian

hiperreatividade das vias aéreas como tambéméndia nas alteracdes estruturais do tecido
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pulmonar, incluindo a hiperplasia das células produtoras de muco, proliferagdo das células
musculares lisas, e fibrose subepitelllil(s-Karp 2004; Barnes 2008; Rnkelmanet al,

2010). Es= citocina ainda contribui com a inflamacéo através da estimulacdo da @stess
varias quimiocinas, como a eotaxihgdCCL11).

A eotaxinal é importante para a inflamacéo eosinofilica, serekponsavel pelo
recrutamertd de eosinéfilos através do processo de quimiotéxigotaxinal também induz
aumento na contagem de eosindfilos no sangue e nas vias respirdBarags 2008;
Broide,2008 Leeet al, 2014.

A IL-5 é a principal citocina envolvida com a producaéerdnciacdo, maturacéo e
ativacdo de eosindfilom vivo. Além disso, aumenta a adesdo de eosindfilos as células
endoteliais vasculates, promovendo assim, a migracdo de eosinofilos para os (lemgdzis
al, 2014.

As células Tl7 estdo ligadas 8beracdo de IE17, que atuam diretamente no
recrutanento de neutrofilos por inducdo da liberacdo agentes quimiotaticopara os
neutroéfilos (Barnes 2008;Dragonet al, 2007. A 1L-25 é um membro da familia da-1L7,
tambémconhecida comdL-17E. Essa intéeucina € produzida porélulas Th2, células
epitelids, eosindfilos anastocitos, sendo capaz de promover a expressac4jdlts e IL-

13, caotribuindo indiretamente para a inflamacdo por intermédio do recrutamento de
eosindfilos, producdo de IgE e cobtindo com o quadro de hipesatividade (Brt et al,
2001;Tesmeret al, 2008 Petersen et al., 2012

A quimiocina KC (CXCL1) € um homologo murino funcional da8I(CXCL8), que
promove ativacdo e recrutamento de neutrofilos através da ligacadaemores CXCR1 e
CXCR2, presentes nas membranas dos neutrofilost (® Von Andrian 2004;
Chintakuntlaware Chodosh 2009;Hol et al, 2010).

Em contrpartida aos fendmenos piriflamatérios, temos a HLO que apremta acao
antrinflamatoria. Esa citodna exibe um potencial de inibir a sintese de varias proteinas
inflamatorias queestdo muito expressas em pacientes asmaticos, além desse pafiél a IL
também €& capaz de inibir a apresentacdo de antigereisldRi e Goldman 1997; Barnes
2008). A IL-10 é produzida por células Tregs, que sao um subconjunto de células T com

propriedades imunoldégicas reguladotdasguksezeet al, 2013.
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1.2.5 Remodelamento das vias aéreas

Nos ultimos anos, @onhecimento envolvidma compreensdo da fisiopatologia da
asma tem evoluido significativamengabese daparticipacdo de varias células inflamatorias
gue liberam uma gama de mediadores inflamat@p@smobilizam mais células inflamatorias
e ativamdiversos tipos celulares nas vias aé(@asnes2004;Finkelmanet al, 2010.

Estudos bésicos e clinicos apontam a inflamacdo das vias respiratérias como a
principal caracteristicpatogénicala asmaacometendo todos os asméticos, incluindo aqueles
com asma nas formas levesuar 2001; \ignola 1998) O fenéneno resulta em alteracdes
estruturais do tecido pulmonar, caracterizado pelo empesgo da mucosa brénquica, com
aumento da permeabilidadasculay parénquima edemaciado e distendido, brénquios e
bronquiolos repletos de tamp8es mucosos e contracdo slaulatura lisa das vias aéreas
(Djukanovic, 2000; Rodrigo et al, 2004; Barnes,2004). O estreitamento das vias aéreas
dificulta a passagerde arnos ductos pulmonares, causando deficiéncia respiratoria e pondo
em risco a vida do pacienteigura4) (Barnes, 2004; Kudoet al, 2013).

Figura 4: llustracdo das vias aéreas de pacientes normais e asmatieaguema ressalta a diferenga entre o
calibre das vias aéras de pacientes saudaveis, asmaticos e asmaticos Aglapeslo, Harvard Health
Publicationg2011).











































































































































































