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RESUMO

7z

A asma é uma doenca heterogénea, geralmente caracterizada por
inflamacéo cronica e reversivel dos bronquios com células inflamatorias,
hipertrofia das células do musculo liso e hiperreatividade brdénquica das vias
aéreas. Ela é definida pela histéria de sintomas respiratorios, tais como sibilos,
dispneia, opressao toracica retroesternal e tosse, 0s quais variam com o tempo
e na intensidade, e predominantemente a noite e pela manhd. Os
corticosteroides séo a base do tratamento da asma, visto que eles bloqueiam a
producdo das citocinas inflamatdrias. No entanto, uma proporcdo consideravel
de pacientes com asma ndo responde a corticoterapia, mesmo quando
administrados em altas doses, estes pacientes apresentam um perfil de
resisténcia as a¢fes antiinflamatérias dos corticosteroides, desenvolvendo um
tipo de asma mais grave, com caracteristicas celulares do tipo neutrofilica, do
que eosinofilica, o que difere da asma alérgica, e este tipo de asma é
caracterizado por asma resistente a corticoide. Neste sentido, nosso objetivo foi
avaliar o efeito da fotobiomodulagdo usando diodos emissores de luz (LEDs)
infravermelho no desenvolvimento de asma resistente a corticosteroides. Para
tanto, utilizamos ratos wistar machos e dividimos aleatoriamente em 4 grupos,
sendo: grupo basal ratos controle ndo manipulados; grupo CRA: ratos asmaticos;
grupo CRA+LED: ratos asmaéticos tratados com LED e grupo CRA+DEXA: ratos
asmaticos tratados com dexametasona. Os trés grupos, exceto o grupo basal,
foram sensibilizados no 1° dia com ovalbumina grau V acrescidos de adjuvante
completo de freund (AF) e nos dias 21° e 22° dia foi submetido ao desafio
inalatorio (nebulizacdo) com ovalbumina a 1% grau lll, para a criar a asma
resistente a corticoide do tipo neutrofilica; o grupo CRA + LED foi tratado com o
LED diretamente na pele sobre o trato respiratério em um Unico ponto, nos
parametros: comprimento de onda 810 nm; poténcia 100 mW,; densidade de
energia 5 J/cm; energia total 15J; tempo 150s; O grupo CRA + Dexa, foi tratado
com o medicamento dexametasona (2mg/ml) injetada por via intraperitoneal (ip)
nos dias 21° e 22° 3 horas antes de cada desafio inalatorio, Sendo assim,
avaliamos a inflamacdo pulmonar (numero total de células no LBA), a
determinacdo da atividade da mieloperoxidase, os medicadores (citocinas)
inflamatorias e antiinflamatérias, a expressdo génica e a desgranulacao
mastocitaria. Nosso modelo experimental foi capaz de induzir asma com
carateristicas neutrofilica. O tratamento com corticosteroides ndo reverteu a
migracdo de células para o lavado broncoalveolar, nem reduziu os niveis de
leucotrieno B4, interleucinas 17 e 6. Ja o tratamento com FBM reduziu a
migracao de células para o espaco alveolar, a atividade de mieloperoxidase, a
degranulacdo de mastdcitos e os niveis de leucotrieno B4, tromboxano B2,
prostaglandina E2, fator de necrose tumoral alfa e interleucinas 17 e 6. Além do
aumento do nivel de interleucina 10, pela FBM. Mostramos efeitos promissores
do LED na faixa infravermelho quando irradiado diretamente sobre o trato
respiratorio como um tratamento alternativo para asma resistente a
corticosteroides.

Palavras-Chave: Asma resistente a corticosteroides; Fotobiomodulacao; Diodo
emissor de luz infravermelha; Interleucinas; Mastocitos; Eicosanoides.



ABSTRACT

Asthma is a heterogeneous disease generally characterized by chronic
and reversible inflammation of the bronchi with inflammatory cells, smooth
muscle cell hypertrophy, and bronchial airway hyperreactivity. It is defined by a
history of respiratory symptoms, such as wheezing, dyspnea, retrosternal chest
tightness, and coughing, which vary with time and intensity, and predominantly
at night and in the morning. Corticosteroids are the mainstay of asthma treatment
as they block the production of inflammatory cytokines. However, a considerable
proportion of patients with asthma do not respond to corticosteroid therapy, even
when administered in high doses, these patients present a profile of resistance
to the anti-inflammatory actions of corticosteroids, developing a more severe type
of asthma, with cellular characteristics of the neutrophilic type, than eosinophilic,
which differs from allergic asthma, and this type of asthma is characterized by
steroid-resistant asthma. In this sense, our objective was to evaluate the effect of
photobiomodulation using infrared light emitting diodes (LEDs) on the
development of corticosteroid-resistant asthma. Therefore, we used male Wistar
rats and randomly divided them into 4 groups: basal group, unmanipulated control
rats; ARC group: asthmatic rats; ARC+LED group: asthmatic rats treated with
LED and ARC+DEXA group: asthmatic rats treated with dexamethasone. The
three groups, except the basal group, were sensitized on the 1st day with grade
V ovalbumin plus complete freund's adjuvant (FA) and on the 21st and 22nd day
underwent inhalation challenge (nebulization) with 1% ovalbumin grade lll, to
create neutrophil-type corticosteroid-resistant asthma; the ARC + LED group was
treated with the LED directly on the skin over the respiratory tract at a single point,
in the parameters: wavelength 810 nm; power 100 mW,; energy density 5 J/cm;
total energy 15J; time 150s; The ARC + Dexa group was treated with the drug
dexamethasone (2mg/ml) injected intraperitoneally (ip) on the 21st and 22nd
days 3 hours before each inhalation challenge. Therefore, we evaluated
pulmonary inflammation (total number of cells in the BAL), the determination of
myeloperoxidase activity, inflammatory and anti-inflammatory drugs (cytokines),
gene expression and mast cell degranulation. Our experimental model was able
to induce asthma with neutrophil characteristics. Corticosteroid treatment did not
reverse cell migration to the bronchoalveolar lavage, nor did it reduce the levels
of leukotriene B4, interleukins 17 and 6. Treatment with FBM, on the other hand,
reduced cell migration to the alveolar space, myeloperoxidase activity,
degranulation of mast cells and the levels of leukotriene B4, thromboxane B2,
prostaglandin E2, tumor necrosis factor alpha and interleukins 17 and 6. In
addition to the increase in the level of interleukin 10, by FBM. We show promising
effects of LED in the infrared range when irradiated directly into the respiratory
tract as an alternative treatment for corticosteroid-resistant asthma.

Key words: Corticosteroid-resistant asthma; Photobiomodulation; Infrared light
emitting diode; Interleukins; Mast cells; Eicosanoids.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Fases imediata e tardia da asma, com ag¢0es dos principais

2= 14 10 = Vo0 S F 12
Figura 2 - Comparacao entre uma via aérea normal e uma via aérea acometida
(010 gr= 1S 1 = VPP 13
Figura 3 - Diagrama resumido dos mediadores inflamatorios derivados dos
fosfolipidios, com uma apresentacao dos seus efeitos e dos locais de acao de

farmacos anti-inflamatorios. .............uuvviiiiiiiiiiiiiiiii 18
Figura 4 - Sindrome de CUSNING. .....cooiiiiiiiiiiiic e 23
Figura 5 - Delineamento experimental. ................ueuuuieiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieneees 33

Figura 6 - O LED reduz a inflamacao pulmonar, bem como a atividade da
mieloperoxidase em modelo experimental de asma resistente a
COMICOSIEIOIARS. .. 36
Figura 7 - O LED reduz a liberag&o de eicosanoides em modelo experimental
de asma resistente a COrtiCOSIErOIUES. .. ..uuuiiiiieiiieiiiiiiiie e e e e e eeeeeees 37
Figura 8 - O LED reduz a degranulacédo de mastocitos em modelo experimental
de asma resistente a COrtiCOStErOIdES. ......ooeveeeeeeeieeeeeeeeeee e 38
Figura 9 - O LED reduz a degranulacdo de mastocitos em modelo experimental
de asma resistente a COrtiCOSIErOIUES. ... .uuuuiiiiieiiiieiiiiiiie e e e e e e e e eeeeees 39
Figura 10 - O LED reduz citocinas inflamatdrias enquanto aumenta as citocinas
antiinflamatérias em modelo experimental de asma resistente a

(o0 U [oT0 5] (=] o] [0 = 7SR 40
Figura 11 - O LED né&o alterou a expressao génica de citocinas no pulmao em

modelo experimental de asma resistente a corticosteroides. .............cccceee...... 41



ACTH
AF
ARC
ATP
CAMP
CCO
COX
COX2
CRF
CRA
CYSLT
CYSLT1
CYSLT2
DEXA
ELISA
EROs
FBM
GC’s
CBG
GM-CSF
GR
HHSR
HPRT
IL-1
IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
IL-8
IL-9
IL-10
IL-11

LISTA DE ABREVIATURAS

Horm®onio adrenocorticotrofico
Adjuvante de freund’s

Asma resistente a corticosteroide
Adenosina trifosfato
Adenosina-monofosfato-ciclico
Citocromo C oxidase

Ciclooxigenase

Ciclooxigenase 2

Hormonio liberador de corticotrofina
Cortisona Resistente a Asma (Cortisone Resistant Asthma)
Cysteinyl leukotriene

Cysteinyl leukotriene receptor
Cysteinyl leukotriene receptor
Dexametasona

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Espécie reativa de oxigénio
Fotobiomodulacao

Glicocorticoide

Globulina ligadora de cortisol

Fator estimulador das coldnias de granulécitos e macréfagos
Receptor de glicocorticoide
Hipotalamo-hipéfise-suprarrenal
Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase
Interleucina 1

Interleucina 2

Interleucina 4

Interleucina 5

Interleucina 6

Interleucina 8

Interleucina 9

Interleucina 10

Interleucina 11



IL-13 Interleucina 13

IL-15 Interleucina 15

IL-17 Interleucina 17

IL-17A Interleucina 17A

IL-1B Interleucina 1 “beta”

ILIRA Antagonista de receptor de interleucina
IFN-y Interferon “gama”

IgG Imunoglobulina G

IgE Imunoglobulina E

Ip Intraperitoneal

KH Krebs-Hanseleit

KCI Cloreto de Potéassio

LBA Lavado Broncoalveolar

LBP Laser de Baixa Poténcia

LPS Lipopolissacarideo

LED Light Emiting Diode = “diodo emissor de luz”
LTB4 Leucotrieno B4

LTC4 Leucotrieno C4

LTD4 Leucotrieno D4

LTE4 Leucotrieno E4

LTF4 Leucotrieno F4

PBM Fotobiomodulacao

PBS Tampé&o Salina tamponado com fosfato
PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase
PGE2 Prostaglandina E2

PGI2 Prostaciclina 2

MPO Mieloperoxidase

M2 Receptor Muscarinico de acetilcolina
M3 Receptor Muscarinico de acetilcolina
MCh Metacolina

iINOS Oxido nitrico indutivel

NOS2 Oxido nitrico sintetase 2

NK1-2 Antagonista de receptor de neurocinina

OVA Ovalbumina



RNAmM
SDRA
Sc
SCF
Th
Thl
Th2
Thl7
TGF-B
TNF-a
X
TXB2

Acido ribonucleico mensageiro

Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
Subcutaneo

Stem cell factor

T helper = T auxiliar

T helper tipo 1

T helper tipo 2

T helper tipo 17

Fator de crescimento transformador beta (3)
Fator de necrose tumoral alfa (a)
Tromboxanos

Tromboxanos 2



SUMARIO

1 CONTEXTUALIZACAO ...ttt 8
L1 INETOTUGEOD ... 8
1.2 Epidemiologia da @SMa .......cceeeeeeeeeeeeeeeee e 9
1.3 Patogenia e caracteristica da aSma ..........cccoevvvvvriiiiieeeeeeeiiiee e eeeeeeaens 10

IR NS g P T 0] o] o> WU 11
1.3.2 ASMA NEO ALOPICA ... vveeeeeeeeeeiiiiiiiiieeee e e e e e ettt e e e e e e e e e eeeeeaeeeeeaaes 14
1.3.3 Asma Induzida por MediCamentos .........cccoeeeeevereeiiiiiiiiieeeee e, 14
1.3.4 Asma OCUPACIONAI ........ccevuiiiiieeeeeeeieece e e e e e 14
1.4 Farmacos utilizados no tratamento da asma...........ccccceeeeeeeeeeeeeeeceeeeeeenn. 15
IR R = o oo o |1 F=1 =T 0] ST 15
1.4.2 Antagonistas de receptores muscariniCOS..............uveeeeeeeeeeeeeeevnnnnnnn 16
1.4.3 Tratamento COm anti-IgE .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 16
1.4.4 Antagonistas dos receptores de leucotrienos..........ccceeeeeeeeeeeeeenvnnnnnn. 17
1.4.5 GlICOCOIMICOIIES .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e nnnnnnnne 17
1.4.6 Usos clinicos dos glicocorticoides Na asma ..........ccoovecuvvvieeeeeeeennnne 19
1.4.7 MecCaniSMO A€ ACEOD ........cuuuuuiiiieeeeeeeeeiiie e e e e e et e e e e e e e 19
1.4.8 Efeitos metabdlicos e sistémicos gerais dos glicocorticoides............ 21
1.4.9 EFEILOS AUVEISOS .. .cieeeeeeeieiiiie ettt e e e et e e e e e e e e eeennnnnn s 22
1.4.10 O mecanismo de resisténcia da asma aos glicocorticoides ............ 24
1.5 FOtobiomoduIagaO ............uuiiiii i 25
1.5.1 Mecanismo da fotobiomodulag&o.................uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 26
1.5.2 O papel da fotobiomodulacdo na asma..........cccceevvvvieieeeeeeeeeeeiininnn, 27

2 0BUIETIVOS ... 29
2N R T - 1 SRR 29
2.2 ESPECITICOS ..vuuieie ettt 29

3. METODOLOGIA ... e 30
I 00 I 1 0 =V SN 30
3.2 Inducao da asma experimental resistente a glicocorticoide .................... 30
3.3 Tratamento COM LED ... 31
3.4 Tratamento COM deXamMetaSONA .........cvveeeeeieeeeiiiiiieeeeeeeeeeeaaiiae e e eeeeeeeenes 32
3.6 BULANASIA ...cooeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeee 32
3.7 Delineamento experimental.............coouiiiiiiiiiii i 33
3.8 Avaliagéo da inflamacao pulmonar...........ccccccvviiiiiiiiiiieeee 33

3.9 Determinacao da atividade da mieloperoxidase pulmonar...................... 33



3.10 Andlise ELISA de eicosanoides e citocinas e expressao do gene de

(o] (0 Tox | 1 F= 1 PP 34
3.11 Degranulagao de MastOCItOS .........ccuvvviiiiiiiee e 35
3.12 ANAIISe eStatiStICA.........ceeviiiiiiiiiiiii 35
4 RESULTADOS ....coiiiieiiiiiittit ettt e e e e e et e e e e e e e e s s nnsneneeeeeaeeeenanes 36
4.1 O LED reduz a inflamagéo pulmonar e a atividade da mieloperoxidase em
modelo experimental de asma resistente a corticosteroides...............cceeeeen. 36

4.2 O LED reduz a liberag&o de eicosanoides em modelo experimental de
asma resistente a CortiCOStEroIdeS .........covvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 37

4.3 O LED reduz a degranulacéo de mastécitos em modelo experimental de
asma resistente a COrtiCOStErOIdeS ........uuuiiiiieeiiiiiiiiiiee e 38

4.4 O LED reduz citocinas inflamatdrias enquanto aumenta citocinas
antiinflamatdérias em modelo experimental de asma resistente a

(o0 U [oT0 5] (=T o] [0 L= SRR 40

4.5 O LED né&o alterou a expressao génica de citocinas no pulméo em

modelo experimental de asma resistente a corticosteroides...............ccceeeun. 41
B DISCUSSAD ..ottt sttt ne b 42
B CONCLUSOES ...ttt ettt 46
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooviiiieeeeeceeeeeee e, 47
ANEXO 1 - Artigo: Beneficial effects of infrared light-emitting diode in
corticosteroid-resistant aSthmMa..........coooeviiiiiiii i 53

ANEXO 2 — Protocolo aprovado pelo comité de ética em experimentacao



1 CONTEXTUALIZACAO

1.1 Introducéo

A asma é uma doenca inflamatéria pulmonar crénica que afeta uma
parcela significativa da populacdo (7 a 10%), com elevado custo social e
econdmico’. No Brasil cerca de 350 mil internacdes hospitalares séo realizadas
por ano apenas no servi¢o publico de saude, gerando um gasto médio anual de
R$120 milhdes 2.

Os individuos que apresentam um quadro de asma podem ter as
seguintes caracteristicas: broncoconstricdo, aumento do numero de células
inflamatérias no espaco aéreo (eosindfilos, mastécitos, neutrdfilos, linfocitos,
entre outras), perda do epitélio brbnquico, aumento na secrecdo de muco e
reatividade exacerbada do musculo liso. Na asma, os elementos celulares
envolvidos causam aumento da hiperreatividade das vias aéreas, levando a
episédios recorrentes de sibilos (sons altos, semelhantes a um assobio que
ocorrem durante a respiracdo quando ha bloqueio parcial das vias aéreas),
dispneia, tiragem intercostal (esforco respiratério, retracdo respiratoria dos
espacos intercostais, supra-esternal, supraclavicular) e tosse, mais acentuados
pela manha e a noite, estando estes associados a obstrucéo difusa, variavel ao
fluxo aéreo, porém, frequentemente reversivel espontaneamente e com
tratamento. Durante o processo inflamatério, mecanismos associados ao reparo
e restauracado da estrutura e funcdo pulmonar sdo desencadeados, com o intuito
de restaurar a homeostase!34.

A causa exata da asma ainda ndo € conhecida, mas acredita-se que pode
ser causada por um conjunto de fatores: genéticos (histéria familiar de alergias
respiratérias — asma ou rinite) e ambientais.?®

Diversos estimulos, conhecidos como gatilhos, podem desencadear a
hiperreatividade presente no quadro asmético. Sao eles: alérgenos, fumaca de
cigarro, poluentes atmosféricos, farmacos, altera¢cées na temperatura ambiental,
infeccbes respiratdrias, estimulos ocupacionais, substancias presentes em
alimentos, obesidade, exercicio fisico e estresse, pélen, animais domésticos,
acaros e fungos. No entanto na asma, devido ao processo inflamatério continuo

ou recorrente, ocorrem lesdes teciduais com subsequentes modificacbes no



aparelho respiratério, o que pode resultar em reparo tecidual inadequado
denominado de remodelamento das vias aéreas °.

O diagnéstico da asma é predominantemente clinico (realizado por um
profissional médico) e se baseia na presenca dos sintomas de tosse (seca ou
com eliminacdo de muco transparente semelhante a clara de ovo), chiado no
peito, falta de ar, sensacdo de aperto no peito de forma repetida ou continua,
presenca de historico pessoal ou familiar de doencas alérgicas (a propria asma
em pais ou outras doencas como rinite e dermatite atdpica) e melhora dos
sintomas com o0 uso de medicamento dilatadores de brénquios
(broncodilatadores). Contudo, outros exames podem ajudar a confirmar essa
suspeita, como a espirometria para avaliar o grau de comprometimento da
funcéo dos pulmdes?!®.

Em muitos pacientes, a asma pode ser acompanhada por sintomas no
nariz (rinite) tais como coceira, espirros, coriza e fungacdo. Testes alérgicos
deverdo ser realizados para verificar se a doenc¢a tem uma natureza alérgica ou
nao. As medicacdes visam o controle da doenca, reduzindo, principalmente, a
inflamacédo dos brénquios.®> A classe de medicamentos mais utilizada sdo os
corticoides. Contudo, uma parcela dos pacientes ndo responde a esta
medicacdo e desenvolvem uma forma grave de asma, de dificil tratamento.

Sendo necessarias novas terapias.

1.2 Epidemiologia da asma

Estudos epidemiolégicos indicam que a incidéncia da asma tem
aumentado nos ultimos anos e em grande parte, 0 aumento da comorbidade se
relaciona com a industrializagdo®’

Estima-se que no Brasil existem aproximadamente 20 milhdes de
asmaticos, e segundo o Datasus (Ministério da Saude), o banco de dados do
Sistema Unico de Saude, ligado ao Ministério da Salde, ocorrem no Brasil, em
média, 350.000 internacdes anualmente. A asma é a terceira ou quarta causa de
hospitalizacdes pelo SUS (2,3% do total), conforme o grupo etario considerado®.

Estudos devem ser realizado para uma melhor compreenséao da doenca
por parte dos portadores bem como a distribuicdo de medicamentos para 0s

pacientes asmaticos graves. Entretanto, nos ultimos 10 anos observa-se uma
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gueda no numero de internacdes e mortes por asma no pais. Apesar disso, a
disponibilizagdo de tratamento adequado aos asmaticos ainda é restrita em
muitos estados do pais, uma vez que um percentual alto da nossa populacéo

ndo tratada é por completo.??

1.3 Patogenia e caracteristica da asma

Atualmente, os principais fatores que caracterizam e contribuem para o
desenvolvimento da asma sao obstrucéo reversivel das vias respiratérias, com
crises de sibilos, falta de ar e, muitas vezes, tosse noturna, causada por
hiperreatividade do mdusculo liso, elevada producdo do muco e inflamacédo
cronical®1?,

A asma é considerada grave quando, apesar da utilizacao de altas doses
de duas ou trés medicacGes de controle associadas, ainda existem sintomas,
exacerbacdes e limitacdes no dia-a-dia.>*3

Dentro do processo de desenvolvimento da asma, a crise esta
diretamente relacionada ao fator desencadeante (gatilho), iniciando o quadro
asmatico pela sensibilizacdo apo6s o contato dos alérgenos inalados com a
mucosa respiratéria, uma vez existido o contato, estes alérgenos retidos no muco
sdo capturados pelas células dendriticas do epitélio brénquico, estas células
reconhecem, processam e apresentam fragmentos destes antigenos aos
linfécitos T helper (auxiliares), estes linfécitos respondem através da liberacdo
de citocinas, principalmente interleucinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13
caracterizando uma resposta humoral, esta resposta induz a proliferacdo de
linfécitos Th2 (linfécito T helper 2), que liberam IL-4 e outras citocinas 42, As
citocinas liberadas pelos linfécitos T estimulam a producao de imunoglobulinas
IgE pelos linfocitos B. A proliferacdo de mastocitos e ativacdo e aumento da
sobrevida de eosindfilos, os mastdcitos presentes na circulagdo apresentam
grande afinidade aos anticorpos liberados na circulacdo, desta forma, quando ha
uma reexposi¢do ao antigeno, este se liga a IgE nos mastdcitos, que liberam
mediadores com capacidade de abrir as juncdes entre as células epiteliais. Pode-
se dizer que o0 antigeno entra na mucosa e ativa mastocitos e eosinofilos, liberam
mais mediadores. E provavel que, diretamente, ou por reflexos neuronais os

mediadores liberados no processo descrito induzem broncoespasmo, aumento
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da permeabilidade vascular e producdo de muco. Outros mediadores que
merecem atencéo séo os leucotrieno B4 (LTB4) e o cisteinil-leucotrienos (C4 e
D4). 14

A asma € subclassificada em atépica (evidéncia de sensibilizacdo a
alérgeno) ou nao atépica. Em ambos os tipos os episddios de broncoespasmo
podem ser desencadeados por diversas exposi¢cbes, tais como infecgOes
respiratérias (especialmente as virais), irritantes aéreos (p. ex., fumaca,
vapores), ar frio, estresse e exercicio. Também existem padrbes variados de
células imunologicas com carater eosinofilico (mais comum na asma),
neutrofilico inflamatério e que podem estar associados a diferentes etiologias,

imunopatologias e respostas ao tratamento.*®

1.3.1 Asma atépica

Estudos recentes indicam que este € o tipo de asma mais comum e tem
como caracteristica reacdo de hipersensibilidade tipo | mediada por IgE.
Geralmente se inicia na infancia. Um historico familiar positivo € mais comum
para asma, e a manifestacdo dos ataques asmaticos € frequentemente
precedida de rinite alérgica, urticaria ou eczema. Os ataques podem ser
desencadeados por algum alérgeno de poeira, pélen, pelos de animais,
alimentos ou por infec¢des. Um teste cutdneo com o antigeno causal resulta em
uma reacdo imediata de papula e eritema. A asma atopica também pode ser
diagnosticada com base em testes sorolégicos radioalergossorventes (RAST’S),
que identificam a presenca de IgE’s que reconhecem alérgeno especificos.®

A forma atdpica classica estd associada a ativacdo excessiva da célula T
auxiliar tipo 2 (Th2). As citocinas produzidas pelas células Th2 sdo responsaveis
pela maioria das caracteristicas deste tipo de asma atdpica; a IL-4 e a IL-13
estimulam a producéo de IgE, a IL-5 ativa os eosindfilos e a IL-13 também
estimula a producao de muco. A IgE recobre os mastdcitos submucosos que, ao
serem expostos ao alérgeno, liberam os contetdos de seus granulos e secretam
citocinas e outros mediadores, tais como, aminas vasoativas (histamina e
serotonina), proteases, espécies reativas derivadas do oxigénio (EROSs),
heparina, interleucinas, citocinas entre outros, os quais podem iniciar e/ou

modular a resposta inflamatéria 1617, Por outro lado, os mediadores derivados
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dos mastacitos produzem duas ondas de reacdo: fase inicial (imediata) e fase
tardia.

A fase imediata, que se inicia em minutos, é caracterizada por
broncoconstricdo, aumento de muco e edema, 0s quais sdo decorrentes dos
efeitos dos mediadores liberados por mastécitos ativados por antigeno. Nesse
contexto, mastocitos s@o considerados células efetoras fundamentais da
resposta imunoldgica e estdo associados aos eventos mediados pelos linfocitos
do tipo Th2'® (Figura 1 e 2).

A fase tardia, que se inicia em horas, é caracterizada pela presenca de
intenso infiltrado celular pulmonar (eosindfilos, neutréfilos, mastocitos e
linfécitos) e estas células ativadas promovem a liberacdo de diversos
mediadores, 0s quais atuando no microambiente pulmonar podem determinar
lesdo epitelial, ativacdo de nervos sensoriais, secrecdo de muco e

hiperreatividade bronquica®® (Figuras 1 e 2).

Fase imediata Fase tardia
Agenta desencadeanta; Infiltragao de células Th2
al=rgénio ou estimulo libaradoras da citocinas a
inaspacifico mondcites, e ativagio de células
—— inflamatdrias, particularmente
l . eosinafilos
|

] ! o ' o

W
Mastacitos, Madiadoras, por EMEBFP, ECP
células mononucleares examplo, cysLT,
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Figura 1 - Fases imediata e tardia da asma, com ac¢des dos principais
farmacos.
Fonte: Adaptado Rang & Dale, 2020
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A VIA AEREA NORMAL C DESENCADEAMENTO DA ASMA
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Figura 2 - Comparacdo entre uma via aérea normal e uma via aérea
acometida por asma.
Fonte: Adaptado Robbins, patologia basica, 2018.

Episédios de inflamagéo recorrentes geram alteracdes estruturais na
parede brénquica, que sao referidas, de uma forma geral, como remodelamento
das vias aéreas. Estas alteracBes incluem hipertrofia do masculo liso brénquico
e das glandulas mucosas, e aumento da vascularizacdo e do depdsito de
coldgeno subepitelial, que podem ocorrer muitos anos antes do inicio dos
sintomas.%2°

Apesar de a asma ser considerada uma reacao tipicamente mediada
pelos linfocitos Th2 e de carater eosinofilico, estudos recentes mostram que a



14

asma pode também estar associada a linfécitos Thl ou Thl7, citocinas

inflamatorias tais como IL-1, IL-8, IL-17 e neutrofilia.10.21-24

1.3.2 Asma néo atopica

Os pacientes com as formas nao atopicas, ndo apresentam evidéncia de
sensibilizacdo por alérgeno, os testes cutdneos geralmente sdo negativos e um
historico familiar positivo para asma € menos comum. Os desencadeadores mais
comuns sao infeccdes respiratorias por viroses (p. ex., rinovirus, virus da
parainfluenza) e poluentes atmosféricos inalados (p. ex., diéxido de enxofre,
ozb6nio, dioxido de nitrogénio). Acredita-se que a inflamacdo da mucosa
respiratéria induzida por virus reduz o limiar dos receptores vagais subepiteliais
aos agentes irritantes. Embora as relacdes ainda ndo estejam bem esclarecidas,
os mediadores humorais e celulares finais da obstrucdo das vias aéreas (p. ex.,
eosindfilos) sdo comuns a ambas as variantes da asma, logo elas séo tratadas

da mesma forma. 1520

1.3.3 Asma Induzida por Medicamentos

Diversos agentes farmacol6gicos podem provocar a asma, sendo o acido
acetilsalicilico o exemplo mais marcante. Os pacientes com sensibilidade ao
acido acetilsalicilico apresentam rinite recorrente, pélipos nasais, urticaria e
broncoespasmo. A patogenia exata ainda é desconhecida, porém provavelmente
envolve algum tipo de anormalidade no metabolismo da prostaglandina com

origem na inibicdo da ciclooxigenase pelo acido acetilsalicilico.*®

1.3.4 Asma Ocupacional

A asma ocupacional pode ser desencadeada por vapores (resinas
epoxicas, plasticos), poeiras organicas e quimicas (madeira, algodao, platina),
gases (tolueno) e outros quimicos. Os episodios de asma geralmente se

desenvolvem apds a exposicdo repetida ao(s) antigeno(s) que os incita(m).t®
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1.4 Farmacos utilizados no tratamento da asma

As classes de medicamentos mais utilizadas para o tratamento da asma
sdo: broncodilatadores, antagonistas receptores muscarinicos, anti-IgE,

antagonistas de leucotrienos, glicocorticoides.

1.4.1 Broncodilatadores

Os agonistas (B2-adrenérgicos possuem um efeito primario na asma e
dilatam os bronquios por acao direta sobre os receptores p2-adrenérgicos da
musculatura lisa. Sendo antagonistas fisiolégicos dos broncoconstritores,
relaxam o musculo brénquico quaisquer que sejam 0s espasmoOgenos
envolvidos. Também inibem a liberacdo de mediadores de mastécitos e a
liberacdo de TNF-a de mondcitos, além de aumentarem a remocdo do muco por
acdo sobre os cilios. Os agonistas (2-adrenérgicos geralmente sé&o
administrados por inalagdo de aerossol, p6é ou solucdo nebulizada (uma solucéo
que foi convertida em “nuvem” ou uma mistura de microgotas), mas alguns
podem ser administrados por via oral ou parenteral. Usa-se um inalador com
valvula medidora de dose para preparagées em aerossol. 2526, Duas categorias
de agonistas B2-adrenérgicos sao usadas na asma, sao elas:

- Os agentes de acao curta: salbutamol e terbutalina. Administrados por
inalacdo, atuam imediatamente, e o efeito maximo ocorre em 30 min, a duracéo
da acao é de 3 a 5h. geralmente sdao usados “conforme a necessidade” para
controlar os sintomas.?®

- Os agentes de acao mais longa: por exemplo, salmeterol e formoterol.
Sao administrados por inalacdo, a duracéo de a¢éo € de 8 a 12h. Nao sédo usados
“‘conforme a necessidade”, mas administrados regularmente, duas vezes/dia,
como terapia complementar em pacientes cuja asma nao esteja adequadamente
controlada com glicocorticoides. Os efeitos indesejaveis dos agonistas [(32-
adrenérgicos decorrem da absorgéo sistémica. No contexto de seu uso na asma,
o efeito adverso mais comum é o tremor; outros efeitos indesejaveis sao

taquicardia e arritmia cardiaca. 2026
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1.4.2 Antagonistas de receptores muscarinicos

Os antagonistas de receptores muscarinicos a exemplo o ipratropio, €
administrado por meio de inalagdo de aerossol e € o Unico antagonista
muscarinico de acdo curta que é amplamente usado na clinica como
broncodilatador. Atualmente, estdo disponiveis antagonistas muscarinicos de
acdo prolongada inalados, tais como tiotropio, aclidinio, umeclidinio e
glicopirrolato. O ipratropio € um derivado quaternario da atropina. Ele néo faz
discriminacao entre subtipos de receptores muscarinicos, e € possivel que seu
bloqueio de receptores M2 (receptores muscarinicos de acetilcolina) nos nervos
colinérgicos aumente a liberagdo de acetilcolina e reduza a eficacia de seu
antagonismo nos receptores M3 (receptores muscarinicos de acetilcolina) na
musculatura lisa. Nao € particularmente eficiente contra estimulos por
alergénicos, mas inibe o aumento da secrecdo de muco que ocorre na asma e
pode aumentar a depuracdo mucociliar das secre¢des bronquicas. Nao tem
efeito sobre a fase inflamatéria tardia da asma.?526

O efeito maximo ocorre depois de aproximadamente 30 minutos apés a
inalacdo e persiste por 3 a 5h. Tem poucos efeitos indesejaveis e, em geral, €
seguro e bem tolerado. Pode ser usado com agonistas [2-adrenérgicos,
particularmente em situacdes agudas, no alivio sintomatico. Os antagonistas
muscarinicos de acdo prolongada sdo também compostos de amonio
quaternario, desenhados para ter maior seletividade para o receptor M3 e para
se dissociarem do receptor muito lentamente, produzindo um efeito sustentado
com uma dose diéria regular. Sao utilizados com frequéncia em conjunto com 0s

agonistas B2-adrenérgicos de longa duracdo em um inalador combinado. 26

1.4.3 Tratamento com anti-IgE

O omalizumabe é um anticorpo anti-lgE monoclonal humanizado. Tem
efeito em pacientes com asma alérgica, bem como na rinite alérgica, e 0 seu
papel clinico é essencialmente nos pacientes com asma alérgica grave
persistente mediada por IgE confirmada que necessitam de tratamento continuo
ou frequente com corticosteroides orais, apesar da utilizacdo de outras terapias-

padrédo.20.26
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1.4.4 Antagonistas dos receptores de leucotrienos

Os cisteinil-leucotrienos (LTC4, LTD4 e LTE4) atuam nos receptores
CysLT1 e CysLT2, expressos na mucosa respiratoria e nas células inflamatorias
infiltrativas. Os farmacos da classe lucaste (montelucaste e zafirlucaste)
antagonizam somente o receptor CysLT1. Os lucastes inibem a asma induzida
pelo exercicio e diminuem respostas precoces e tardias a alérgeno inalatério
(Figura 3). Eles dilatam as vias respiratérias na asma leve, mas sdo menos
eficazes que o salbutamol, com o qual sua acéo € aditiva. Reduzem a eosinofilia
do escarro, mas ndo ha evidéncias claras de que modifiquem o processo
inflamatorio subjacente na asma cronica. Os lucastes sdo administrados por via
oral, em combina¢cdo com um corticosteroide inalatério, e geralmente ndo sédo
bem tolerados; os efeitos adversos consistem principalmente em cefaleia e

distarbios gastrointestinais.?02526

1.4.5 Glicocorticoides

Os glicocorticoides séo os principais farmacos usados no tratamento da
asma devido a sua acdo antiinflamatéria. Ndo s&o broncodilatadores, mas
impedem a progressdo da asma crénica e sdo eficazes na asma grave aguda.?®
A base da acao anti-inflamatéria dos glicocorticoides é uma acao importante e
de relevancia para a asma, é que eles restringem a proliferacdo clonal das
células Th (linfocito T helper) por meio da reducao da transcricdo do gene da IL-
2 e diminuem a formacao de citocinas, em particular as citocinas Th2, que
recrutam e ativam eosindfilos, sendo responséaveis por promover a producdo de
IgE e a expressdo de receptores de IgE.?>?7

Os glicocorticoides também inibem a geracdo dos vasodilatadores PGE2
e PGI2 por inibirem a indugdo de COX-2 (Figura 3). Por indugédo da anexina-1,
poderiam inibir a producédo de leucotrienos e do fator ativador de plaquetas,
embora ndo haja atualmente evidéncia direta de que a anexina-1 esteja

envolvida na acédo terapéutica dos glicocorticoides no ser humano.?%:26
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Figura 3 - Diagrama resumido dos mediadores inflamatorios derivados dos
fosfolipidios, com uma apresentacao dos seus efeitos e dos locais de acéo
de farmacos anti-inflamatorios.

Fonte: Adaptado Rang & Dale, 2020.

Os corticosteroides inibem o influxo, induzido por alergénicos, de
eosindfilos para o pulmado. Os glicocorticoides supra regulam (upregulate) os
receptores B2-adrenérgicos, diminuem a permeabilidade microvascular e
reduzem indiretamente a liberagcdo de mediadores dos eosindfilos, inibindo a
producdo de citocinas (p. ex., IL-5 e fator estimulador de colénias de
granulécitos-macrofagos) que ativam os eosindfilos. A reducéo da sintese de IL-
3 (a citocina que regula a producdo de mastocitos) pode explicar porque o
tratamento a longo prazo com esteroides finalmente reduz o numero de
mastécitos na mucosa respiratéria e, por isso, suprime a resposta de fase inicial
a alérgenos e ao exercicio.?®

Os principais compostos usados sao beclometasona, budesonida,

fluticasona, mometasona e ciclesonida. Administrados por inalagdo por meio de
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um inalador com valvula medidora de dose ou inalador de pd seco, assim
atingindo o efeito pleno sobre a hiperresponsividade bronquica somente depois
de semanas ou meses de terapia. Existem agora varias formulacbes de
inaladores em que os corticosteroides inalados sdo combinados com agonistas
B2-adrenérgicos de acdo de longa duracdo. Os glicocorticoides orais sdo
reservados para pacientes com doencas mais graves. 2°

Sao incomuns os efeitos indesejaveis graves com esteroides inalados.
Podem ocorrer candidiase orofaringea (os linfocitos T sdo importantes na
protecdo contra infeccéo fungica), bem como irritacdo da garganta e voz rouca,
mas o uso de espacadores, que diminuem a deposi¢ao orofaringea do farmaco
e aumentam a deposicao nas vias respiratorias, reduz esses problemas. Doses
altas regulares de glicocorticoides inalatorios podem produzir certa supressao da
suprarrenal. Isso € menos provavel com fluticasona, mometasona e ciclesonida,
pois esses farmacos sao pouco absorvidos do trato Gastrointestinal e passam
por metabolismo pré-sistémico quase completo. Os efeitos indesejaveis dos

glicocorticoides orais séo fornecidos na Figura 4. 2025

1.4.6 Usos clinicos dos glicocorticoides na asma

Os pacientes que necessitam de uso regular de broncodilatadores devem
ser considerados para tratamento com glicocorticoides (p. ex., beclometasona
inalada em baixa dose) Os pacientes afetados mais gravemente séo tratados
com farmacos inalados de alta poténcia (p. ex., fluticasona). Os pacientes com
exacerbacfes agudas de asma podem precisar de hidrocortisona intravenosa,
dexametasona ou prednisolona oral. Para alguns asmaticos em estado grave, €
necessario tratamento prolongado com prednisolona oral, além dos

broncodilatadores e esteroides inalatorios.2°

1.4.7 Mecanismo de agéo

A acédo antiinflamatéria dos glicocorticoides deve-se em grande parte a
inibicdo da inducgéo ciclooxigenase, esses farmacos também podem estimular a

producdo do inibidor da fofolipase A2 a LIPOCORTINA, conforme Figura 3.
20,25,26
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Corticosteroides alteram a transcricdo de muitos genes. Em geral,
aumentam a transcricdo de genes que codificam o receptor 2-adrenérgico e
diversas proteinas anti-inflamatdrias como IL-10, IL-12 e antagonista do receptor
de IL-1 (IL-1Ra). Corticosteroides diminuem a transcricAo de genes que
codificam numerosas proteinas pro-inflamatorias (e outras proteinas); os
exemplos incluem IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, IL-13, IL-15, TNF-a, GM-CSF,
SCF, moléculas de adesdo endoteliais, quimiocinas, sintase de 6xido nitrico
induzivel (iNOS), ciclooxigenase (COX), fosfolipase A2, endotelina-1 e receptor
de NK1-2. Como mencionado, a IL-4 é importante na inducdo da producédo de
IgE pelas células B, enquanto a IL-5 constitui importante fator de recrutamento
de eosindfilos.?0:28

Por conseguinte, a inibicdo de IL-4 e IL-5 diminui acentuadamente a
resposta inflamatdria na asma. Além disso, o0s corticosteroides induzem
apoptose em diversas células inflamatorias, particularmente eosinéfilos e
linfécitos Th2. Nao afetam diretamente os mastécitos, provavelmente pelo fato
de que mediadores de mastoécitos sdo, em sua maioria, pré-formados. Todavia,
0S mastocitos séo indiretamente inibidos com o passar do tempo, quando toda a
resposta inflamatéria é contida.?>26

Corticosteroides diminuem a quantidade de células inflamatérias nas vias
respiratorias, bem como reduzem a lesdo do epitélio dessas vias. A
permeabilidade vascular também é reduzida, com consequente resolucdo do
edema das vias respiratdrias. Além disso, embora os esteroides ndo afetem
diretamente a funcdo contrati do musculo liso das vias respiratérias, a
inflamacdo reduzida leva, com o passar do tempo, a diminuicdo da
hiperresponsividade das vias respiratérias.?%2°

O resultado consiste na reversdo de muitas das caracteristicas da asma
pelos corticosteroides. Infelizmente, os esteroides sdo apenas supressores da
cascata inflamatéria e ndo curam a asma, de modo que precisam ser
administrados cronicamente. Além disso, esses farmacos sao incapazes de
reverter a remodelagem das vias respiratorias causada pela asma de longa
duracédo e inadequadamente controlada. Nao obstante, como os efeitos desses
farmacos séo de longo alcance, os corticosteroides inalados constituem a classe
mais importante de farmacos na maioria dos casos de asma. Algumas vezes,

porém, corticosteroides inalados sédo inadequados, sendo necessario utilizar
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corticosteroides sistémicos, como dexametasona e prednisona, na forma de
reforgco curto para as exacerbacdes agudas ou como terapia a longo prazo,

quando a asma ndo consegue ser controlada com outros medicamentos. %20

1.4.8 Efeitos metabdlicos e sistémicos gerais dos glicocorticoides

Os principais efeitos metabdlicos ocorrem no metabolismo de
carboidratos e proteinas. Os glicocorticoides causam tanto redugdo da captura
e utilizacdo da glicose, quanto aumento da gliconeogénese, resultando em
tendéncia a hiperglicemia. Ocorre ainda 0 aumento concomitante do
armazenamento de glicogénio, que pode ser resultado da secrecao de insulina
em resposta ao aumento de agucar no sangue. De modo geral, ha sintese
reduzida de proteinas e aumento da quebra delas, particularmente no musculo,
0 que pode levar a atrofia do tecido. A administracdo de grandes doses de
glicocorticoides por longo periodo, resulta na redistribuicdo da gordura corporal
caracteristica da sindrome de Cushing - sindrome provocada pela exposi¢ao
excessiva a glicocorticoides endégenos. (Figura 4)%°

Os glicocorticoides exogenos sdo farmacos anti-inflamatorios por
exceléncia e, quando administrados terapeuticamente, suprimem as
manifestagbes do sistema imune tanto inato como adaptativo. Revertem
praticamente todos os tipos de reacdes inflamatdrias causadas por patdégenos
invasores, por estimulos quimicos ou fisicos ou por respostas imunes
desencadeadas inadequadamente, como ocorre na hipersensibilidade ou na
doenca autoimune.?®

Ndo surpreende que seus efeitos antiinflamatérios sejam complexos,
considerando que os glicocorticoides modificam a expressao de muitos genes
(aproximadamente 1% do genoma total é afetado) e que a extenséo e a direcao
da regulacéo variam entre tecidos e mesmo entre momentos diferentes durante
a doencga.?°

As acbes sobre as células inflamatorias, incluem: menor saida de
neutrofilos dos vasos sanguineos e redugdo da ativagdo de neutrofilos,
macrofagos e mastoécitos, seguida de reducdo da transcricdo génica de fatores
de adesao celular e citocinas, reducéo geral da ativacéo de células Th, reducéo

da expanséo clonal das células T e troca da resposta imune do tipo Thl para
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Th2. Reducdo da funcdo dos fibroblastos, menor producédo de colageno e
glicosaminoglicanos e, em algumas circunstancias, diminui¢cdo da cicatrizacao e
reparo.?0-26

As acdes nos mediadores das respostas inflamatoéria e imune, incluem:
producdo diminuida de prostanoides por meio da expressdo reduzida de
ciclooxigenase Il, supressao da liberacdo de substrato de acido araquidénico e
a producao reduzida de varias citocinas, incluindo IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-8, TNF-qa, fatores de adesao celular e GM-CSF, em grande parte devido a
inibicdo da transcricdo génica; Reducao da concentracdo de componentes do
complemento no plasma; Producdo diminuida de 6xido nitrico pela isoforma
induzida da sintetase 2 do 6xido nitrico (NOS2); Reducdo da liberacdo de
histamina e de outros mediadores pelos baséfilos; Reducdo da producdo de
imunoglobulina G (IgG); Sintese aumentada de fatores anti-inflamatérios, como
IL-10, receptor soluvel de IL-1 e anexina-1.202526

Recentemente, nosso entendimento sobre o dominio dos glicocorticoides
foi enriquecido ainda mais pela descoberta de numerosas isoformas e variantes
de juncdo de receptores de glicocorticoides (GR), algumas das quais sdo
expressas de maneira especifica para os tecidos que abre uma possibilidade

real, no futuro, de farmacos glicocorticoides altamente seletivos.?%:28

1.4.9 Efeitos adversos

A terapia de reposicdo com glicocorticoides em doses baixas
normalmente nao traz problemas, porém, em doses elevadas ou administracao
prolongada, ocorrem efeitos adversos graves. Os principais efeitos séo:
Supressao da resposta a infecgbes ou lesdes: infecgbes oportunistas podem
tornar-se muito graves se nado forem tratadas rapidamente com agentes
antimicrobianos e com aumento na dose do esteroide. Sapinho (candidiase, uma
infeccdo fungica); ocorre com frequéncia quando os glicocorticoides séo
administrados por inalagdo, em razdo da supressao local dos mecanismos anti-
inflamatorios; Osteoporose, com consequente risco de fraturas, € uma das
principais limitacbes ao tratamento a longo prazo com glicocorticoides;
Hiperglicemia produzida por glicocorticoides exdgenos pode transformar-se em

diabetes; Desgaste muscular e fraqueza muscular; Em criangas, ocorre a
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inibicdo do crescimento, e caso o tratamento seja continuado por mais de 6
meses; Efeitos no SNC: euforia e psicose com administragdo a curto prazo,
depressao com o tratamento crénico; Outros efeitos: glaucoma em pessoas com
predisposicdo genética, aumento da pressdo intracraniana e aumento da
incidéncia de catarata. (Figura 4)2°.26

A retirada abrupta desses farmacos apds terapia prolongada pode resultar
em insuficiéncia aguda da suprarrenal, devido a supressdo da capacidade do
paciente para sintetizar corticosteroides. Devem-se seguir procedimentos
cautelosos para a retirada em estagios. A recuperacdo da funcdo total da
suprarrenal demora aproximadamente 8 (oito) semanas, embora possa levar até
18 (dezoito) meses ou mais, apds tratamento prolongado com doses

elevadas.1520
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Figura 4 - Sindrome de Cushing.
Fonte: Adaptado Rang & Dale, 2020.
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1.4.10 O mecanismo de resisténcia da asma aos glicocorticoides

Os glicocorticoides sdo potentes antiinflamatorios usados no tratamento
da asma e seus efeitos sdo mediados pelo receptor de glicocorticoide (GR).2%:28

Na maioria dos pacientes os sintomas de asma podem ser bem
controlados com doses baixas de corticosteroides inalados. Entretanto, alguns
pacientes requerem doses mais altas ou até mesmo corticosteroides pela via
sistémica, indicando que esses pacientes apresentam um perfil de resisténcia as
acOes antiinflamatorias dos corticosteroides. Este tipo de asma € denominado
como asma resistente a corticoide.?830

De 10 e 25% dos asmaticos sao resistentes a esteroides e ndo respondem
a terapia com glicocorticoides (GC’s), fato que contribui para altos custos
associados com a asma e ainda mortalidade.3!-33

Diversos estudos apontam que 0s asmaticos resistentes aos esteroides
ndo tém eosindfilos nas vias aéreas, mas sim neutréfilos?9:34,

O papel dos neutrofilos na patogénese da asma brénquica é
controverso®. Atualmente, alguns estudos demonstram que os neutréfilos
desempenham um papel regulador na asma, pois sintetizam e liberam diversos
mediadores inflamatérios responsaveis pelo desencadeamento da asma atopica,
o que leva a um quadro de asma grave (severa)*.

Os neutrofilos sdo geralmente considerados menos responsivos aos
glicocorticoides, uma vez que os eventos envolvidos na ativacdo de neutréfilos,
incluindo a aderéncia, quimiotaxia, desgranulacdo e liberacdo de metabdlito do
acido araquiddnico ndo séo efetivamente inibidas pelos glicocorticoides3®:38.

A fisiopatologia da asma abrange o envolvimento de diversas células do
sistema imune tais como células dendriticas, linfocitos, eosindfilos, mastdcitos,
neutréfilos e também de células estruturais incluindo o musculo liso das vias
aéreas e células epiteliais'>3%4°, Na asma tradicional (atépica), a resposta
inflamatoria € mediada principalmente por linfocitos T helper tipo 2 (Th2) e por
eosindfilos, enquanto que nas formas mais severas como as resistentes aos
glicocorticoides, os neutrofilos apresentam papel crucial juntamente com
linfécitos mistos (Th2, Thl e Th17)%34L,

Todas essas células liberam diversas citocinas que contribuem para as

diferentes caracteristicas da asma. Portanto, varios agentes biolégicos tém sido
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desenvolvidos para agir em citocinas chave, como interleucinas IL-4, IL-5, IL-9,
IL-13 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)®’.

Recentemente, estudos foram aperfeicoados a fim de identificar os
subtipos clinicos e imunologicos (fendtipos e endotipos, incluindo
imunofendtipos) para a asma. Nesse sentido, ha evidéncias estabelecidas de um
fendtipo IL-17A em pacientes com asma grave. Subgrupos de pacientes com
asma grave demonstraram ter concentragcfes aumentadas da citocina pro-
inflamatoéria IL-17A no escarro e no lavado broncoalveolar (LBA).
Adicionalmente, a producdo de IL-17A tem sido correlacionada com a
hiperreatividade das vias aéreas e resisténcia a esteroides. 384143

Considerando que os corticoides tém papel fundamental no tratamento da
asma, estudos que visem investigar novas terapias que ndo respondam a esta

classe de medicamentos sao relevantes.

1.5 Fotobiomodulacao

A terapia luminosa, devido aos seus beneficios, vem sendo utilizada para
o tratamento de diversas patologias ha milhares de anos e constitui uma das
mais antigas modalidades terapéuticas. O médico hungaro, dr. Endre Mester,
por volta da década de 60, avaliou o potencial carcinogénico do laser (rubi,
694nm) em ratos. Dr. Mester, através de seu estudo mostrou que o laser ndo
induzia céancer, mas proporcionava 0 crescimento dos pelos nos animais.
Através desta observacdao, dr. Mester foi 0 pioneiro em demonstrar que a terapia
com laser de baixa intensidade exercia seus efeitos biolégicos por
fotobioestimulacdo. Sequencialmente, diversos estudos foram realizados a fim
de ampliar os conhecimentos acerca dos mecanismos operantes e efeitos
biolégicos do laser.*4

Diversos estudos tém possibilitado uma melhor compreensédo sobre a
fisiopatologia de doencas pulmonares cronicas. A medida que o conhecimento
se acumula, ha também um aumento de possiveis alvos terapéuticos visando
um melhor controle das doencas e qualidade de vida dos pacientes. Nesse
contexto, terapias que melhorem o desconforto respiratério de pacientes com
doencas pulmonares e reduzam os custos despendidos, bem como os efeitos

colaterais sdo de grande importancia*>46
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Ao decorrer dos anos, a fotobiomodulagéo (PBM) surge como uma terapia
alternativa, apresentando bons resultados para diversas doencas com carater
inflamatdrio, incluindo doencas pulmonares como a asma. Dentre as terapias
usadas para patologias que acometem o pulméao, o laser de baixa poténcia (LBP)
tem se destacado devido suas a¢des anti-inflamatérias e antioxidantes, ao baixo
custo e a auséncia de efeitos colaterais34. Outra promissora terapia que tem sido
estuda nos ultimos anos a LED terapia.*’

O LED (Light Emitting Diode) sédo diodos emissores de luz,
semicondutores complexos que convertem corrente elétrica em um espectro
luminoso, onde est4 emissdo de luz € monocromética, ndo coerente e nao
colimada, o que a difere da luz LASER colimada e coerente. Assim, a LED
terapia tem se mostrado tdo eficiente quanto a laser terapia, o que possibilita
uma alternativa eficaz ao laser, ja que a luminosidade do LED pode ser produzida
através de mudltiplos arranjos em forma de cluster (o cluster € uma unidade
luminosa do LED), abrangendo desta forma, areas maiores, com mais poténcia

e menor custo.*8

1.5.1 Mecanismo da fotobiomodulacéo

Estudos indicam que os efeitos da fotobiomodulagéo resultam, em parte,
de mecanismos de sinalizacdo intracelular causados pela interacdo da luz
vermelha e infravermelho com o citocromo C oxidase (CCO) da molécula do
fotoaceptor mitocondrial, com isso, propiciando relacéo entre as acdes da luz
vermelha e infravermelha no metabolismo oxidativo mitocondrial.#>%° Qutra via
de sinalizacdo a partir da mitocondria esta conectada com molécula de
adenosina-trifosfato-ATP. A molécula de ATP é um combustivel universal dentro
de células vivas que impulsiona todas as reacfes bioldgicas. Sabe-se que
mesmo pequenas mudancas no nivel da ATP podem alterar significativamente
0 metabolismo celular. Aumentar a quantidade dessa energia pode melhorar o
metabolismo celular, especialmente em células suprimidas ou outras sabias.*%5!

Uma longa série de descobertas recentes demonstrou que a ATP nao é
apenas uma moeda de energia dentro das células, mas também é uma molécula
de sinalizagédo rica que permite que células e tecidos em todo o corpo se

comuniquem entre si. Os receptores especificos para ATP como a molécula
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sinalizacao (familia P2) e para seu produto de colapso final, adenosina (familia
P1), foram encontrados e identificados. Ativacdo ATP de receptores P2
(subtipos P2X e P2Y) pode produzir diferentes efeitos celulares.8°

1.5.2 O papel da fotobiomodulacdo na asma

Estudos mostram que a terapia com LED em baixa intensidade gera
efeitos semelhantes quando comparados ao LASER. A foto estimulacdo da luz
LED atua sobre as células interferindo na sua permeabilidade, atuando nas
mitocondrias, na sintese de ATP e em proteinas como colageno e elastina. Age
ainda como antimicrobiano e anti-inflamatério. 2252

Nosso grupo de estudo, demonstraram resultados anteriores satisfatorios,
utiizando o LED, como abordagem terapéutica para tratamento de asma
experimental convencional (perfil Th2), mostraram que o tratamento reduziu a
infiltrac@o de células para o pulméo, a producao de muco, e o edema pulmonar.
Estes efeitos foram modulados por IL-10, IFN-y e mastdcitos!4 345354,

Em um outro estudo animal, utilizando um modelo experimental de
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), observou-se que o
tratamento com LED reduziu o influxo de neutrdfilos induzido por LPS, diminuiu
os niveis de IL-1B, TNF-a, IL-17A e aumentou os niveis de IFN-y no fluido do
lavado broncoalveolar (LBA). Além disso, o tratamento com LED aumentou o0s
niveis de RNAm de IL-10 e IFN-y, reduziu parcialmente o burst oxidativo elevado
e aumentou a expressao de anexina V contribuindo para a menor migracéo de
neutr6filos?155%,  Observamos também que a fotobiomodulacdo modula o
processo de resolucdo na SDRA, uma vez que niveis de lipoxinas foram
aumentados®’-%8,

Um segundo estudo animal, utilizando a PBM, foi observado a reducéo da
inflamacé&o pulmonar aguda em diversos modelos animais. Em um modelo de
camundongo de inflamac&o pulmonar causada pela inalagédo de lipélise ou
administragao intranasal da TNFa analisaram o fluido de lavagem de
broncoalveolar. PBM (660 nm, 4,5 J/cm?) foi administrado na pele sobre o
brénquio superior direito 15 min apds a indu¢do. O PBM atenuou o fluxo de
neutroéfilos e reduziu a TNF-a. Nos macrofagos alveolares, o PBM aumentou o
cAMP e reduziu o TNFa mRNA.%!
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Um terceiro modelo animal estava relacionado a asma®3, onde os
camundongos foram sensibilizados com ovalbumina (OVA) e depois desafiados
por uma unica exposicdo de 15 minutos ao OVA aerossolizado. O PBM foi
aplicado acima (660 nm, 30 mW, 5,4 J/ cm?). A hiperresponsividade brénquica
(medida por curvas de resposta de dose a acetilcolina) foi reduzida por PBM,
bem como reducdes em eosindfilos e eotaxina. PBM também diminuiu a
expressdo da molécula de adesdo intracelular e Th2 citocinas, bem como
transdutor de sinal e ativador de niveis de transducdo 6 (STAT6) nos pulmdes
de camundongos desafiados. Recentemente, um estudo que concluiu que a
inflamacdo pulmonar reduzida e os efeitos positivos do PBM nas vias aéreas
parecem  ser mediados pelo aumento da secrecdo da  citocina anti-
inflamatéria IL-10, e reducdo do muco nas vias aéreas 3%,

Um quarto estudo, avaliou o efeito da LED terapia sobre parametros
inflamatdrios em modelo experimental de asma, mostraram que o tratamento
com LED aumentou a liberacdo de IL-10 e IFN-y e diminuiu a desgranulagéo
mastocitaria. Estes eventos contribuiram para um menor recrutamento celular
pulmonar, menor producdo de muco, edema além da reduzida resposta contratil
traqueal.'4

Estes estudos, podem fornecer informagfes importantes sobre os
mecanismos de LED e, além disso, abrem possibilidade de uma nova
abordagem para o tratamento de asma, uma vez que, ndo ha tantos trabalhos

publicados voltados a resisténcia ao corticoide.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Tendo em vista que a asma resistente a corticoide é uma
importante doenca respiratéria e que a fotobiomodulacdo parece ser uma
ferramenta de tratamento promissora, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da terapia com LED sobre o desenvolvimento da asma resistente

a corticoide.

2.2 Especificos

e Avaliacdo da inflamacé&o pulmonar;

e Determinagdo da atividade da mieloperoxidase pulmonar
(marcadores de neutrdfilos);

e Avaliacdo da liberacdo de mediadores inflamatérios (IL-6; IL-17;
TNF-a); anti-inflamatérios (IL-10) e eicosanoides (LTB4; TBX2;
PGE2).

e Analise da expressao génica de mediadores inflamatorios (IL-6; IL-
17; TNF-a) e anti-inflamat6rios (IL-10);

e Degranulagéo de mastocitos.
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3. METODOLOGIA

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP)
da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) e aprovado sob numero 4474030619
em 20/08/19.

Diante desta aprovacdo, desenvolvemos o estudo experimental com o
intuito de atender as Normas Eticas para Experimentacdo Animal o CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal), as normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio (SBCALCOBEA) e a
legislacdo nacional atual sobre Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais
(Lei Federal n°® 11.794, de 9 de outubro de 2008).

3.1 Animais

Foram utilizados 48 (quarenta e oito) ratos da espécie Rattus norvegicus
machos adultos, com aproximadamente entre 50-60 dias de vida, pertencentes
a linhagem Wistar, provenientes do Biotério de criacdo da Universidade Nove de
Julho, e os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas e sala com
temperatura controlada (21 £ 2 ° C), com livre acesso a racao e 4gua, e mantidos

em experimentacdo na mesma Universidade.

Os ratos wistar machos foram divididos aleatoriamente em 4 grupos:

Grupo Basal: ratos controle, ndo manipulados (n=6)

Grupo CRA: ratos asmaticos (n = 6)

Grupo CRA+LED: ratos asmaticos tratados com LED (n = 6)

Grupo CRA+DEXA: ratos asmaticos tratados com dexametasona (n = 6)

Os experimentos foram realizados duas vezes.
3.2 Inducéo da asma experimental resistente a glicocorticoide
Os ratos foram divididos em trés grupos (n=6 ratos para cada grupo), e

identificados: Asma Resistente a Corticoide (CRA); Asma resistente a corticoide

+ LED (CRA + LED) e Asma resistente a corticoide + Dexametasona (CRA +
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Dexa). E para criar a sensibilizacdo nos grupos, foram administrados dois tipos
de ovalbumina nos ratos; uma ovalbumina grau V combinada como adjuvante
completo de freund’s (AF), via subcutanea; e posteriormente uma outra solucao
de ovalbumina a 1% grau Il por nebulizacdo (desafio inalatorio), aos quais,
imitam a heterogeneidade da inflamacé&o celular encontrados em pacientes com
asma.*0

Para realizarmos a sensibilizagdo (indugéao), separamos 0s trés grupos
de ratos (CRA; CRA+LED e CRA+DEXA), exceto o grupo basal e sensibilizamos
no 1° (primeiro) dia com 20 ug de ovalbumina, grau V emulsionada com 75 pl de
adjuvante completo freund's por via subcutanea. Decorridos cerca de 20 dias
apos a sensibilizacao, entre o 21° e 22° dia, os ratos foram submetidos ao
“desafio inalatério” com uma solugcéo de ovalbumina a 1%, grau lll. O desafio
inalatorio foi realizado através do sistema gerador de gas, o qual apresenta fluxo
continuo para evitar problemas secundarios a hipoxia ou interferéncias pela
amonia ou excesso de umidade. Para isto, foram realizados dois orificios em
lados opostos na camara de vidro padrao (20 L), um para entrada e outro para
saida dos gases, e o fluxo continuo sera garantido através de um nebulizador
ultrass6nico que produz um aerossol com particulas entre 0,5 e 1 micron com o
intuito de alcancar as vias aéreas®.Cada grupo realizava a nebulizacdo com
cerca de 10 mL da solucéo (ovalbumina a 1% grau Ill) por 15 minutos e todos os
grupos eram sensibilizados sempre no mesmo horario, e as analises foram
realizada 24 horas apds a Ultima inalagédo.1419:39.40.60,

Assim, pode-se dizer que, com a sensibilizacdo induzida por ovalbumina
grau V e mais o adjuvante completo de freund’s, provocam uma inflamacéo
pulmonar com caracteristicas de um quadro de asma grave do tipo neutrofilica,
e que estd mal controlado por glicocorticoides (GC’s), entretanto, a ovalbumina
a 1% grau lll preparada e administrada por via inalatéria (nebulizac¢éo), contribui

para acentuar o processo inflamatério.*°
3.3 Tratamento com LED
Para tratar os animais do grupo CRA+LED (n=6) irradiamos duas vezes

por dia, nos dias 21° e 22° (uma hora e 4 h ap6s os desafios inalatorios),
utilizamos uma matriz de LED da BIOLAMBDA - BLACKBOX MINI, Sao Paulo,
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Brasil, o LED era aplicado em um unico ponto localizado no trato respiratorio
(abrangendo a traqueia e os pulmdes), nos seguintes parametros dosimétricos:
Poder Radiante (Radiant Power) 100 mW; Modo de operagéo continua (CW);
Comprimento de onda 810 + 10nm; Emisséo radiante total 15 J; Area 2,8 cm?;
Densidade de energia 5,35 J/cm?; Irradiancia 33,3 mW/cmz2; Tempo de exposicao

150 segundos, e, as analises foram realizada 24 horas apos a Ultima inalacéo.

3.4 Tratamento com dexametasona

O grupo CRA + Dexa (n=6), foi tratado com o medicamento
dexametasona (2mg/ml) injetada por via intraperitoneal (ip) nos dias 21° e 22°
3 horas antes de cada desafio inalatério.?°. Antes da administracdo do
medicamento, os ratos, foram pesados e realizados uma média, resultando em
aproximadamente 300 mg, sendo assim, foi calculada a dose de 0,15 mL para
cada rato do grupo, e, as andlises foi realizada 24 horas apdés a ultima inalacéo.

3.6 Eutanasia

Apo6s 24h da ultima inalacdo foi realizada a eutanésia para coleta dos
materiais. Os animais foram pesados e realizadas sedacdo e analgesia por
hiperdosagem dos anestésicos Cetamina (100 mg/kg, Dopalen®, Ceva Saude
Aninal Ltda., Paulinia, Sao Paulo, Brasil) e Cloridrato de Xilazina (20 mg/kg,
Xilazin®, Syntec do Brasil Ltda., Cotia, S&do Paulo, Brasil) por injecdo
intraperitoneal, até completa perda de sensibilidade.

Logo apds a eutanasia, os animais foram submetidos a seccéo da aorta
abdominal (exsanguinacgéo), e realizadas as canulacdes das traqueias para a
coleta do LBA*® e em seguida removidos ambos os pulmdes de todos os grupos.

Todos foram armazenados de acordo com a analise que foi realizada.
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3.7 Delineamento experimental

DIA 19 2109 220 232

. - ] | | 3li
Imuniza¢do com Ovalbumina | | Andlises

(OVA grau V, 20 pg)

via Subcutdnea ] .
Desafio Inalatorio +

Tratamento com LED 1h e 4h apds desafio

Tratamento com Dexametasona 3h antes do desafio

Figura 5 - Delineamento experimental.
Fonte: autor

3.8 Avaliagédo da inflamacao pulmonar

Quantificamos o numero total de células que migraram para o0 espaco
alveolar (macroéfagos, linfécitos e neutréfilos) por meio da analise do lavado
broncoalveolar (LBA) de acordo com estudos anteriores®*. A traqueia foi
canulada e os pulmdes foram lavados duas vezes com PBS (pH = 7,4, 10 mL).
A lavagem recolhida foi centrifugada (1500 rpm durante 15 min a 20 ° C) e 0
sedimento celular foi ressuspenso em 1 mL de PBS. A suspensao de células (90
uL) foi corada com cristal violeta (10 pL), e o numero total de células foi
determinado microscopicamente em camara de Neubauer (objetiva de

microscoépio 40 x).

3.9 Determinacéao da atividade da mieloperoxidase pulmonar

A atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar foi avaliada
24h ap6s o ultimo desafio OVA. E importante mencionar que o MPO é um
biomarcador de neutréfilos nos pulmdes °’. Os pulmdes foram perfundidos com
PBS por uma artéria pulmonar e, em seguida, os pulmdes foram
homogeneizados com 3 mL/g de PBS contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (Sigma-Aldrich Inc., Missouri) e 5 mL de EDTA

(Labsynth Produtos Para Laboratério Ltda, Diadema, Sado Paulo, Brasil), e foi
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centrifugado a 37000g por 15 min. A atividade da MPO foi analisada por sua
capacidade de catalisar a oxida¢do d& o-dianisidina na presenca de peroxido de
hidrogénio. Amostras de homogenatos de tecido (10 mL) foram incubadas por
15 min com H202 (0,1%) (Labsynth) e o-dianisidina (1%) (Labsynth); a reacdo
foi interrompida pela adicdo de NaN3 a 1% (Labsynth). A absorbancia foi
determinada a 450 nm usando um leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments,
Winooski, VT, USA).

3.10 Anédlise ELISA de eicosanoides e citocinas e expressao do gene de

citocinas

Eicosanoides (LTB4, TXB2 e PGE2), citocinas (IL-4, IL-5, TNF-alfa e IL-
10) foram medidos no liquido BAL (Broncoalveolar). Os niveis de citocinas e
eicosanoides foram determinados por ELISA, de acordo com as instru¢cdes do
fabricante (BD® Biosciences, New Jersey, EUA e Cayman Chemical, Michigan,
EUA). Os resultados foram expressos em pg/mL. A expressdo génica das
citocinas foi determinada por ensaio de RT-QPCR. Amostras de pulméo foram
congeladas em nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido usando Trizol Reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com o protocolo fornecido pela Invitrogen.
As concentracdes de RNA foram determinadas por espectrofotometria a 260 nm.

O DNA das amostras dos grupos foram sintetizadas usando a
transcriptase reversa MML-V (Promega, Madison, Wisc). A RT-QPCR foi
realizada com o ensaio Tagman PCR em tempo real (Applied Biosystem, EUA).
As condi¢cdes de ciclagem foram as seguintes: 10 minutos a 95 -C seguidos por
45 ciclos de 20 segundos cada a 95 -C, 20 segundos a 58 -C e 20 segundos a
72 -C. A analise foi realizada usando Sequence Detection Software 1.9 (SDS), e
a expressao de mRNA foi normalizada para a expressdo HPRT. Os ensaios
foram realizados com primers da tagman para as seguintes moléculas: IL-4
(Rn00561420_m1), IL-5 (Rn01459975 ml), TNF (Rn1525859 g1), IL-10
(Rn00563409_m1), and HPRT (Rn01527838_g1).
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3.11 Degranulacéao de mastocitos

Fragmentos de pulmédo foram fixados em paraformaldeido a 4% em
tampéo de fosfato de Sorensen (0,1 M, pH 7,4) a 4 ° C por 24 horas. Os tecidos
foram desidratados com solucéo de alcool seguida de limpeza com xileno. Os
fragmentos foram incluidos em parafina, seccionados a 5 pm em micrétomo
HYRAX M60 (Zeiss, GR) e desparafinados. Em seguida, as laminas (5
milimetros de espessura) foram coradas com azul de toluidina para visualizacao

dos mastacitos. A quantificacdo foi realizada com o software Image J.

3.12 Anédlise estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov mostrou que os dados obtidos foram
paramétricos (p> 0,05). Os dados foram expressos como médias + SEM, e as
comparacdes entre 0os grupos experimentais foram analisadas por ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls de Student para comparacoes
multiplas usando o software GraphPad prism V.5. Valores de p menores que

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 O LED reduz a inflamacao pulmonar e a atividade da mieloperoxidase

em modelo experimental de asma resistente a corticosteroides

A Figura 6 (painel A) mostra que o LED reduziu o numero de células
recrutadas para o LBA em ratos asmaticos em comparacéo com o grupo CRA.
Por outro lado, a dexametasona nédo reduziu o numero de células recrutadas
para o LBA. Houve um aumento do numero de células recrutadas para o BAL
nos grupos CRA, CRA + LED e CRA + Dexa quando comparado ao grupo B.

No painel B, podemos observar que tanto o LED quanto a dexametasona
reduziram a atividade da MPO em animais asmaticos quando comparados ao
grupo nao tratado. Houve aumento da atividade da MPO nos grupos CRA, CRA

+ LED e CRA + Dexa quando comparados ao grupo B.
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Figura 6 - O LED reduz a inflamacéo pulmonar, bem como a atividade da
mieloperoxidase em modelo experimental de asma resistente a
corticosteroides.

Os ratos foram submetidos tratados ou ndo nos dias 21 e 22, 1 e 4 h apds 0s
desafios de OVA. Apds 24 horas do ultimo desafio OVA. No painel A, observa-
se a Lavagem broncoalveolar (LBA) que foi realizada e quantificada a inflamacgéo
pulmonar através do numero total de células (painel A). No Painel B evidencia a
atividade da mieloperoxidase, um marcador de neutréfilo e os dados
representam a média £+ SEM de 6 animais. * P <0,05 comparado ao grupo B; 6
P <0,05 em comparacgéo com o grupo CRA (ANOVA de uma via).
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4.2 O LED reduz a liberacdo de eicosanoides em modelo experimental de

asma resistente a corticosteroides

Na Figura 7 (painéis A-C) é mostrado que o tratamento com LED reduziu
0s niveis de LTB4, TXB2 e PGE2 no fluido BAL em comparag&o com 0s niveis
do grupo CRA néo tratado. Por outro lado, o tratamento com dexametasona
reduziu os niveis de TXB2 e PGE2 sem alterar o LTB4. Observamos também
que os grupos CRA, CRA + LED e CRA + Dexa apresentaram niveis mais

elevados de LTB4, TXB2 e PGE2 em comparag&o com o grupo B.

A
50

40+

304

LTB, (pg/ml)

20

10

B ACR ACR+Dexa ACR+LED

* D

B ACR ACR+Dexa ACR+LED

400+

300+

PGE, (pg/ml)

200

100+

B ACR ACR+Dexa ACR+LED

Figura 7 - O LED reduz a liberagdo de eicosanoides em modelo
experimental de asma resistente a corticosteroides.

Os ratos foram submetidos tratados ou ndo nos dias 21 e 22, 1 e 4 h apds 0s
desafios de OVA. Apdés 24 horas do ultimo desafio OVA, os mediadores
eicosanoides foram avaliados, e os dados representam a meédia + SEM de 6
animais. * P <0,05 comparado ao grupo B; 6 P <0,05 em comparagao com o
grupo CRA (ANOVA de uma via).



38

4.3 O LED reduz a degranulacdo de mastécitos em modelo experimental de

asma resistente a corticosteroides

A Figura 8 (painéis A-D) mostra a coloragdo com azul de toluidina dos
mastocitos. Na Fig. 8A estd o grupo de controle com mastdécitos intactos (seta).
A Fig. 8B mostra amostras de animais com CRA mostrando os mastécitos
desgranulados (seta) e infiltrado celular difuso (cabeca de seta). A Fig. 8C mostra
animais submetidos a CRA e tratados com dexametasona com reducao da
degranulacdo de mastocitos (setas) e infiltrado celular localizado (ponta de seta).
Na Fig. 8D os animais com CRA e tratados com LED apresentaram reducéo na
desgranulacdo de mastécitos (setas) e na migracdo de leucdcitos (ponta de

seta). Bar = 50 pum.

Figura 8 - O LED reduz a degranulacdo de mastocitos em modelo
experimental de asma resistente a corticosteroides.

Os ratos foram submetidos tratados ou ndo nos dias 21 e 22, 1 e 4 h apds 0s
desafios de OVA. Apds 24 horas do ultimo desafio OVA, a histologia pulmonar
foi avaliada e os dados representam a média + SEM de 6 animais. * P <0,05
comparado ao grupo B; 8 P <0,05 em comparagdo com o grupo CRA (ANOVA
de uma via).
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No painel E, ha um grafico que mostra a porcentagem de degranulacao
dos mastoécitos. Nossos resultados mostraram menos degranulagdo de
mastocitos em ambos os grupos, CRA + Dexa e CRA + LED, em comparacéao
com o grupo CRA. Além disso, também evidenciamos aumento da degranulacéo
de mastocitos em CRA, CRA + LED e CRA + Dexa quando comparados ao grupo
B.
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Figura 9 - O LED reduz a degranulacdo de mastécitos em modelo
experimental de asma resistente a corticosteroides.

Os ratos foram submetidos tratados ou ndo nos dias 21 e 22, 1 e 4 h apds 0s
desafios de OVA. Apds 24 horas do ultimo desafio OVA, a porcentagem de
desgranulacdo mastocitaria foi avaliada e os dados representam a média + SEM
de 6 animais. * P <0,05 comparado ao grupo B; 8 P <0,05 em comparagao com
0 grupo CRA (ANOVA de uma via).
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4.4 O LED reduz citocinas inflamatérias enquanto aumenta citocinas

antiinflamatérias em modelo experimental de asma resistente a

corticosteroides

A Figura 10 (painéis A-D) mostra que o tratamento com LED reduziu os
niveis de IL-17, TNF-a e IL-6 quando comparado ao grupo CRA nao tratado. Por
outro lado, o tratamento com dexametasona reduziu apenas os niveis de TNF-a
guando comparado ao grupo CRA néao tratado. Ambos os tratamentos, LED e

Dexa, aumentaram os niveis de IL-10 em comparacdo com o grupo CRA nao

tratado.
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Figura 10 - O LED reduz citocinas inflamatérias enquanto aumenta as
citocinas antiinflamatérias em modelo experimental de asma resistente a
corticosteroides.

Os ratos foram submetidos tratados ou ndo nos dias 21 e 22, 1 e 4 h apds 0s
desafios de OVA. Apés 24 horas do ultimo desafio OVA. As citocinas foram
avaliadas e os dados representam a média + SEM de 6 animais. * P <0,05
comparado ao grupo B; 8 P <0,05 em comparagdo com o grupo CRA (ANOVA
de uma via).
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4.5 O LED nao alterou a expressdo génica de citocinas no pulmao em

modelo experimental de asma resistente a corticosteroides

A Figura 11 (painéis A-D) mostra a expressdo génica elevada de IL-17,
TNF-a, IL-6 e IL-10 em comparagcdo com o grupo B. Também observamos que
nem os tratamentos com LED nem Dexa produziram qualquer alteracdo na
expressao génica das citocinas avaliadas.
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Figura 11 - O LED né&o alterou a expresséo génica de citocinas no pulméo
em modelo experimental de asma resistente a corticosteroides.

Os ratos foram submetidos tratados ou ndo nos dias 21 e 22, 1 e 4 h apG4s os
desafios de OVA. Apés 24 horas do ultimo desafio OVA. A expressao do gene
foi avaliada, e os dados representam a média + SEM de 6 animais. * P <0,05

comparado ao grupo B; 8 P <0,05 em comparagao com o grupo CRA (ANOVA
de uma via).
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5 DISCUSSAO

A asma é uma doenca heterogénea, geralmente caracterizada por
inflamacéo crbnica e reversivel dos brénquios com células inflamatdrias,
hipertrofia das células do musculo liso e hiperreatividade bréonquica das vias
aéreas e gque pode afetar pessoas de qualquer idade. Ela € definida pela histéria
de sintomas respiratorios, tais como sibilos, dispneia, opressao toracica
retroesternal e tosse, 0s quais variam com O tempo e na intensidade, e
predominantemente a noite e pela manha. Os corticosteroides sdo a base do
tratamento da asma, contudo, na maioria dos casos a doenga possa ser
controlada com o uso de corticosteroides, que bloqueiam a producdo das
citocinas inflamatorias, e do antagonista adrenérgico (B2) que atuam causando
broncodilatacéo a curto ou longo prazo, no entanto, uma proporcéo consideravel
de pacientes com asma ndo responde a corticoterapia, mesmo quando
administrados em altas doses. Neste trabalho, investigamos os efeitos da
fotobiomodulacdo em um modelo animal de asma resistente a corticosteroides
experimental, visto que, varios estudos investigaram o uso da fototerapia para
tratar doencas inflamatérias pulmonares em modelos animais 143161, bem como
em humanos 432,

No desenvolvimento da hipersensibilidade na fase imediata a exposi¢cao
de um antigeno se da pelo estimulo aos linfécitos Th2 que desencadeiam
citocinas que atuam produzindo IgE e uma vez ativado, quando exposto
novamente, ocorre entdo uma fase de hipersensibilidade tardia, onde o IgE se
liga a receptores de alta afinidade expressos em mastécitos e basdfilos e
induzem a degranulacdo mastocitaria e o desencadeamento de toda cascata
inflamatéria da asma 1526, justificando os sintomas da fase tardia com obstrucéo
brénquica, sibilos e remodelamento pulmonar.

Portanto na asma leve, a resposta inflamatéria € dominada por um
fenétipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13) e influxo de eosindfilos, enquanto em formas
mais graves de resisténcia a GC, os neutréfilos também sao recrutados e um
fendtipo Th2 / Thl misto com um Th17 componente é observado. Enquanto na
asma grave é caracterizada por inflamacao neutrofilica, e que esta associada a

resisténcia aos corticosteroides*4%, Para tanto, utilizamos um modelo
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experimental de CRA induzida pela administracdo de ovalbumina emulsionada
com o adjuvante de Freund“®, para produzir uma condicéo caracterizada por um
aumento do numero de neutrofilos recrutados para o lavado broncoalveolar.

Nossos dados confirmaram o estabelecimento desse modelo
experimental, uma vez que apresentamos elevado numero de neutrofilos,
evidenciado pelo aumento da atividade de MPO apéds a indugdo de CRA. Em
outros modelos experimentais de asma alérgica, o padrdo das células é
diferente, com a infiltracdo predominantemente composta por eosindfilos 641,
Em nosso modelo, o tratamento com corticosteroide ndo reverteu a migracao
das células pulmonares ou afetou os niveis de leucotrieno B4, interleucinas 17 e
6. Assim, novos estudos sd0 necessarios, e que visam, avaliar novos
tratamentos para um tipo de asma que apresenta caracteristicas neutrofilica
tipicas e resisténcia aos corticosteroides.

Nossos resultados mostraram que o tratamento fotobiomodulacdo foi
eficaz na reduc@o do nimero de neutréfilos que migram para os pulmdes. Os
neutréfilos desempenham um papel regulador na asma grave e, geralmente, sdo
considerados menos responsivos aos corticosteroides. Os eventos envolvidos
na ativacdo de neutréfilos incluem adesdo, quimiotaxia, degranulacdo e
liberacédo de metabdlitos do acido araquiddnico 693

Considerando que o0s sintomas asmaticos sdo dependentes da
degranulacdo dos mastécitos, avaliamos o percentual de degranulacdo dos
mastocitos apds o tratamento com fotobiomodulacdo. Os mastdcitos atuam
como uma importante sentinela imunolégica e uma cascata inflamatoria é
desencadeada apds o desafio com OVA. Entre os efeitos desencadeados por
mastécitos ativados, podemos incluir a modulacdo da migracdo celular,
producéo de muco, edema e hiperresponsividade das vias aéreas 373847, Nossos
dados mostraram pequena degranulacdo de mastdocitos apds os tratamentos
Dexa e LED. No entanto, o tratamento com LED foi mais eficaz em comparacao
com Dexa. Este resultado € importante e sugere que o LED pode ser incluido na
abordagem convencional para o tratamento da asma.

Muitos mediadores lipidicos estao envolvidos na regulacao da inflamacéao
pulmonar, em particular os eicosanoides. Assim, também avaliamos os
metabdlitos do &cido araquidbnico liberados ap6s o tratamento com LED. Os

leucotrienos sdo mediadores potentes da asma e sao sintetizados a partir do
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acido araquidoénico pela via da 5-lipoxigenase em neutrdfilos, eosinofilos,
mondcitos/macrofagos, basofilos e populacdes de mastocitos. Isso causa
aumento da permeabilidade vascular, broncoconstricao e secrecéo excessiva de
muco %4, Os tromboxanos séo liberados de plaquetas, macréfagos, neutréfilos e
células endoteliais e estimulam a ativacdo das plaquetas, além de ser um potente
agente vasoconstritor. As prostaglandinas afetam o tonus da musculatura lisa
dos bronquios*?. Nossos resultados mostraram que o tratamento com a
fotobiomodulacéo foi mais eficaz que os corticosteroides na redugéo dos niveis
de leucotrieno B4, tromboxano B2 e prostaglandina E2 no liquido do lavado
broncoalveolar. Essa reducdo pode ser consequéncia do numero reduzido de
neutréfilos migrados para o lavado broncoalveolar, bem como da menor
desgranulacdo dos mastocitos.

Ha evidéncias estabelecidas para um fendtipo geral de IL-17A em
pacientes com asma grave. Foi demonstrado que subgrupos de pacientes com
asma grave apresentam concentragdes elevadas da citocina pré-inflamatéria IL-
17A na expectoracdo e no lavado broncoalveolar 7526567 Além disso, a
producdo de IL-17A foi correlacionada com hiperreatividade das vias aéreas e
resisténcia a esteroides. IL-6 € uma citocina inflamatéria relacionada a funcéo
pulmonar prejudicada e asma grave 2. O TNF-a é uma citocina inflamatéria com
papel predominante na asma, onde governa a inflamacéao das vias aéreas e afeta
o resultado do tratamento.

Considerando o importante papel dessas citocinas na asma grave,
avaliamos os niveis de proteinas e a expressdo génica. Nossos dados
mostraram niveis reduzidos de proteinas de IL-17, TNF-a e IL-6 apds o
tratamento com a fotobiomodulacdo. No entanto, observa-se que essas
reducdes ndo foram acompanhadas por alteracbes na expressdo génica, isto
porque as coletas foram realizadas em periodo e em tempos diferentes, e diante
deste fato, observamos que ndo houve alteracdo na expressao génica. Além
disso, o tratamento com corticosteroides néo reduziu os niveis de IL-17 e IL-6 ou
a expressado génica de todas as citocinas estudadas.

A IL-10 é uma importante citocina antiinflamatéria que regula o influxo
celular. A IL-10 é produzida principalmente por células CD8+ ativadas. Ceélulas
ThO, Thl, Th2 ativadas, linfécitos B, mastocitos e mondcitos ativados por LPS

também podem produzir IL-10, sendo fontes menos importantes. O efeito
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principal da IL-10 é inibir a sintese de outras citocinas, como o IFN-g, IL-2, IL-12,
TNF-B. Inibe ainda a proliferagdo de células Th1, mas n&o de Th2, diminuindo
ainda a funcdo cito litica e secretora de citocinas por Thl e facilitando o
desenvolvimento de respostas Th2. IL-10 atua como um coestimulador para a
proliferacdo de mastocitos e seus progenitores. Observamos um nivel elevado
de IL-10 no fluido lavado broncoalveolar foi observado apdés ambos os
tratamentos, Dexametasona e LED, entretanto, sabemos que a dexametasona
€ um potente anntiinflamatério esteroidal dos quais ja é sabido seu mecanismo
de acdo, por outro lado, o mecanismo em que LED atua no processo
anntiinflamatério ainda é pouco estudado, ao qual vale mais estudos na area.
Por outro lado, a expressdo do gene IL-10 n&o foi afetada. E importante notar
que o LED foi mais eficaz do que o Dexa. Assim, acreditamos que o LED
promove seus efeitos pelo restabelecimento da homeostase, e pelo aumento dos

mecanismos de defesa.
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6 CONCLUSOES

Podemos concluir que a FBM reduziu o numero total de células recrutadas
para o LBA, a atividade de MPO (marcador de neutrdfilos), os niveis de LTB4,
TXB2 e PG2, entretanto, observa-se que ndo houve alteracdo na expressao
génica das citocinas IL-17, TNF-a e IL-6. Contudo, a FBM também reduziu a
desgranulacdo mastocitaria.

Portanto, este estudo mostra a FBM como uma terapia promissora para o
tratamento da asma resistente a corticoide e abre possibilidades de estudos

futuros em pacientes asmaticos graves que nao respondem aos corticoides.
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Abstract

Corticosternid-resistant asthma (CRA) is a severe form of disease and clinically important, since patients do not respond
to mainstay corticosteroid therapies. Thus, new therapies are needed. However, a big limiting factor in the understand-
ing of CRA is the existence of different immunological and inflammatory phenotypes, a fact that makes it difficalt to
reproduce experimentally. Photobiomodulation (PBM) emerges as an alternative therapy based on earlier studies, This
study aims to evaluate the effect of PBM using infrared light-emitting diode (ILED) on the development of corticoster-
oid-resistant asthma. Therefore, groups of rats were sensitized and challenged with ovalbumin plus Freund’s adjuvant
for the induction of CRA, and treated or not with ILED directly in the respiratory tract on the skin (wavelength 810
nm; power 100 mW; density energy 5 Jem; total energy 15 1; time 150 s). Our experimental model was capable to
induce neutrophilic asthma. Besides that, the corticosteroid treatment did not reverse the lung cell migration as well
as the levels of leukotriene B4, and interleukins 17 and 6. The treatment with ILED reduced the lung cell migration:
myeloperoxidase activity; mast cell degranulation; and the levels of leukotriene B4, thromboxane B2, prostaglandin
E2, tumoral necrosis factor alpha, and interleukins 17 and 6. Stll, ILED increased the level of interleukin 10. In con-
clusion, we showed promisor effects of ILED when irradiated directly in the respiratory tract as adjuvant treatment of
corticosteroid-resistant asthma.

Keywords Corticosteroid-resistant asthma - Photobiomodulation - Near-infrared light-emitting diode - Interleukins - Mast
cells - Eicosanoids
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ANEXO 2 - Protocolo aprovado pelo comité de ética em

experimentag&o animal
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CERTIFICADOD

Certificamos que a proposta intitulada “Fapel da luz de diodo infravermelha em modelo experimental de asma resistente a
cortichide”, protocolada sob o CEUA n2 4474030619 (o mo1s5), sob a responsabilidade de Adriana Lino dos Santos France - que
envolve a produgdo, manutencio efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesguisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacio Animal
(COMCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CELAJUNINOVE]) na reunido
de 20/E2019.

We certify that the proposal "The role of infrared diode light in an experimental model of corticosteroid resistant asthma®, utilizing
48 Heterogenics rats (48 males), protocol number CEUA 4474030619 o oooess, under the responsibility of Adriana Lino dos
Santos Francoe - which involves the production. maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University (CEUA/UNINOVE] in the
meeting of (E/20/2019.
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Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a3 meses N: 48
Linhagem: Wistar Peso: 160a 1809

Local do experimentn: Laboratdrio de Pesquisa da Universidade Move de Julho -Vergueiro
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