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RESUMO

Os glicocorticoides, como a prednisolona, séo utilizados para uma variedade de
condicdes inflamatdrias, incluindo asma e enfisema pulmonar. Entretanto o
entendimento de seu mecanismo de agao e seu uso clinico ainda permanecem
controversos.Avaliar a resposta inflamatéria aguda, alteragcbes teciduais e
dosagem de o6xido nitrico em enfisema elastase induzido em ratos, apos
tratamento com a prednisolona. 32 ratos machos, divididos em 4 grupos (n=8):
C=controle, E=enfisema, P=prednisolona e EP=Enfisema + prednisolona . Os
grupos C e P receberam instilacado intratraqueal de 0,2 ml de solugao salina e
os grupos E e EP receberam instilagdo de 0,2 ml de elastase pancreatica para
indugdo do enfisema. Foi administrado prednisolona (5mg/Kg) nos grupos P e
EP e veiculo (CMC) nos grupos C e E. As administragdes foram realizadas em
dose unica diaria, por gavagem, durante 25 dias. Apds o sacrificio, os pulmdes
foram retirados para avaliagdo do didmetro alveolar (Lm), quantificagdo de
leucécitos e dosagem de Oxido nitrico no liquido broncoalveolar. Comparando-
se 0 grupo enfisematoso com o grupo controle foi observado um aumento
significativo do espagco alveolar no grupo enfisematoso. No entanto,
comparando os animais do grupo controle com o grupo enfisema tratado com
prednisolona, este ndo apresentou reducéo significativa do alargamento do
espaco alveolar. Na quantificacdo de leucécitos ou de 6xido nitrico no BALF
nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Apesar do
amplo uso clinico dos corticosteréides em doencas respiratérias, nao foi
observado efeito protetor direto sobre a reducdo do didmetro alveolar dos
animais enfisematosos tratados, sugerindo maiores estudos relacionados a seu

mecanismo de acgao e sobre sua utilizagao clinica em pacientes com enfisema.

Palavras-chave: Glicocorticoides; Prednisolona; DPOC; Enfisema pulmonar;
Ratos.
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ABSTRACT

Glucocorticoids, as prednisolone, are used for a variety of inflammatory
conditions, including asthma and pulmonary emphysema. However its
mechanism of action and clinical use are still controversial.To evaluate the
acute inflammatory response, tissue damage and nitric oxide in elastase-
induced emphysema in rats after prednisolone treatment. 32 male rats were
divided in four groups (n=8): Control (C), Emphysema (E), Prednisolone (P),
Emphysema+Prednisolone (EP). Groups C and P received intratracheal
instillation of 0.2 ml of saline and groups E and EP received instillation of 0.2 ml
of porcine pancreatic elastase to induce emphysema. Prednisolone was
administered (5mg/kg) in groups P and EP and vehicle in groups C and E. The
administrations were performed once a day, by gavage, for 25 days. After
sacrifice, lungs were removed for evaluation of alveolar diameter (Lm),
quantification of leukocytes and nitric oxide in bronchoalveolar
lavage.Comparing the elastase group with the control group, there was a
significant increase in the alveolar airspace enlargement in the group with
emphysema. However, comparing the control group with emphysema group
treated with prednisolone, the treatment did not show significant reduction in the
alveolar airspace enlargement. The number of leukocytes and nitric oxide level
in BALF did not show statistically significant difference between groups.Despite
widespread clinical use of corticosteroids in respiratory diseases, there was no
direct protective effect on reducing the mean linear intercept of alveolar
emphysema treated animals, suggesting further studies related to its

mechanism of action and on its clinical use in patients with emphysema.

Keywords: Glucocorticoid; Prednisolone; COPD; Emphysema; Rats.
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1. CONTEXTUALIZACAO
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1.1 Introducéo

O enfisema é uma doenga caracterizada pelo alargamento dos espagos
alveolares juntamente com a destruicado das paredes alveolares, constituindo
uma das manifestagdes da doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)'2. Na
DPOC, o enfisema coexiste com inflamacdo crénica dos brénquios e
bronquiolos, fibrose e hipersecrecdo de muco, que ocasiona estreitamento e
fechamento das pequenas vias aéreas °. As manifestagdes extra-pulmonares
também ocorrem, tais como disfungdo muscular periférica, osteoporose,
anemia e outras *.

Atualmente, a DPOC é o maior e mais crescente problema de saude
global, o que pode torna-la a terceira causa mais comum de morte e a quinta
maior causa de incapacitacdo no mundo por volta de 2020 %°. De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude, 80 milhdes de pessoas sofrem de DPOC
moderada ou grave. No Brasil, a prevaléncia em grandes centros urbanos,
como a cidade de Sao Paulo, varia de 6% a mais de 15%, dependendo do
critério diagndstico adotado 2.

O tabagismo ¢é o principal fator de risco para desenvolvimento da DPOC,
por ser um habito muito prevalente, e de duragédo prolongada na maioria dos
casos. Exposicao a substancias téxicas também pode levar a lesao cronica de
vias aéreas. Exposi¢cdo ocupacional a substancias toxicas ao longo de varios
anos pode levar ao desenvolvimento da DPOC, principalmente quando
associados ao tabagismo. Outros fatores incluem hiper-responsividade de vias
aéreas, poluicdo ambiental e deficiéncia de alfa1-antitripsina .

Os principais sintomas relacionados na DPOC sao: tosse diaria ou
intermitente que pode preceder a dispnéia ou aparecer simultaneamente a ela.
Os pacientes geralmente apresentam intolerancia ao exercicio devido a fadiga
e dispnéia limitante. Estes sintomas sao os principais determinantes da
reducdo do desempenho nas atividades de vida diaria, no trabalho e na
qualidade de vida relacionada a saude, e constituem a fundamentagao 6bvia da
indicagao de programas de reabilitacdo pulmonar 8,

O mecanismo que melhor explica a dispnéia se deve a inflamacéao
crbnica das vias aéreas, a qual se manifesta pelo edema, hipertrofia do

musculo liso e muco na via aérea, reduzindo o calibre da por¢ao condutora do
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ar, limitando o fluxo expiratério, conduzindo a hiperinsuflagcdo dindmica, o que
resulta no aumento do trabalho ventilatorio e maior sensagado de desconforto
respiratorio 2.

Nos ultimos anos, varios pesquisadores exploraram novos horizontes
fisiopatogénicos, o que permitiu a mudanca do enfoque, até entdo quase que
exclusivamente relacionado a funcdo pulmonar, para o estudo celular e
bioquimico da doenca. Isto foi introduzido na definigdo da DPOC pela Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease - GOLD. Na DPOC ocorrem
alteracdes dos componentes celulares do pulm&o, com aumento do numero de
macrofagos, neutrdfilos e linfocito CD8+, excesso de produtos oxidativos e a
facilitagdo de colonizagdo por microorganismos. Tais fatores interagem de
modo a recrutar mais células pro-inflamatérias. Nas areas de maior ventilagao
pulmonar ocorre a destruigdo periférica das ligagcao dos alvéolos, facilitando a
sua fusao e hiperinsuflacéo (enfisema) "*°.

O acumulo de macrofagos nos alvéolos, bronquiolos e vias aéreas de
pequeno porte é positivamente associado com o desenvolvimento do enfisema.
A serinaproteases (por exemplo, a elastase de neutrofilos) e metaloproteinases
(MMPs) parecem participar desse processo '"'2,

Ainda nao esta plenamente estabelecido o papel de cada uma dessas
células inflamatérias na alteragao estrutural causada pela doenga. Em algumas
circunstancias, como na infecgao ou no fumo, os neutréfilos migram em grande
quantidade para o pulmao. Durante este processo, os neutrofilos podem liberar
suas enzimas, como a elastase, com a finalidade de preservagdo pulmonar.
Assim, substancias neutrofilicas séo liberadas em grande quantidade, atuando
nos sitios reconhecidos de sua interacdo enzimatica, sem distincdo entre
substancias nocivas ou componentes da matriz extracelular ®°.

A elastase lisossomal neutrofilica € a principal enzima que age
degradando a elastina, componente da estrutura das fibras elasticas. Em
condicdes normais, a atividade enzimatica proteolitica € prevenida e restaurada
pelas enzimas antiproteoliticas. Este fato tem estimulado alguns pesquisadores
a produzirem modelos de enfisema com altas concentragcdes de elastase ou
com deficiéncia de alfa-1 antitripsina. No entanto, a correlacdo entre estes
modelos inflamatdérios e as alteragdes estruturais por eles produzidas nao é

simples e direta. Nem todos os tabagistas com alto numero de neutrdfilos
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recolhidos de suas vias aéreas desenvolvem enfisema, sugerindo que os
neutréfilos ndo sejam as Unicas células a participarem desse processo "2,

O estresse oxidativo pode ser um importante mecanismo amplificador na
DPOC. Biomarcadores do estresse oxidativo (ex.:peroxido de hidrogénio, 8-
isoprostano) estdo aumentados no ar exalado e condensado, no muco e na
circulagao sistémica dos pacientes com DPOC. O estresse oxidativo se eleva
ainda mais nas exacerbacgdes. Os oxidantes sao gerados por fumaga de cigarro
e outros particulados inalados, e liberados de células inflamatérias ativadas
como macrofagos e neutrofilos. Pode também haver uma redugdo nos
antioxidantes enddégenos em pacientes com DPOC. O estresse oxidativo tem
varias consequéncias adversas nos pulmdes, incluindo ativagdo de genes
inflamatdrios, inativagao de antiproteases, estimulacdo de secrecdo do muco, e
estimulacdo do aumento da exudagao plasmatica. Muitos desses efeitos
adversos sdao mediados por peroxinitrito, que € formado via uma interacao
entre anions superoxido e oxido nitrico. Por sua vez, o oxido nitrico € gerado
por oxido nitrico sintase induzivel, que se expressa nas vias aéreas periféricas
e parénquima pulmonar de pacientes com DPOC 2191415,

Os tratamentos farmacolégicos mais eficazes para prevenir e controlar
os sintomas, reduzir a frequéncia e a gravidade das exacerbag¢des da DPOC,
sdo os broncodilatadores (particularmente Bz-agonistas inalados com ou sem
anticolinérgicos) e os corticosterdides "°.

A administracdo de corticoides para o tratamento das exacerbacdes ja
foi amplamente difundido muito antes de grandes evidéncias em sua utilizagao
nesta doenga. A administragcdo de corticoide seja inalatéria, oral ou intravenosa
mostrou-se eficaz em diferentes estagios de gravidade da doenga, com
melhorias no volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF4) de até

trés vezes quando comparado com individuos utilizando placebo "'’

, porém as
diretrizes atuais sugerem que a via oral de administracdo deve ser preferivel no
tratamento de exacerbacgoes, pelo fato de ser mais conveniente e de menor
custo 2.

As reagdes adversas da terapia sistémica de glicocorticoides podem ser
divididas em reversiveis, que incluem diabetes mellitus, hipertensao, obesidade
e alteragdes na pele; e irreversiveis, como a miopatia induzida por esteréides

em altas doses ou em tratamentos de longa duracéo *°.
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Os corticéides causam uma miopatia caracterizada pela diminuicdo no
tamanho das fibras musculares, ou seja, atrofia preferencialmente das fibras do
tipo Il, as de contracdo rapida, com menos impacto nas fibras do tipo I. A
miopatia ocorre devido a redugdo da sintese e aumento na degradacédo de

proteinas, culminando assim em atrofia muscular 20

Especificamente, o
corticosterdide altera a microestrutura muscular reduzindo proteinas contrateis,
aumentando a quebra de proteina pelo baixo fator de regulagao dos fatores de
crescimento, reduzindo a atividade glicolitica e permitindo a atrofia do
sarcdmero e das fibras do tipo Il "

Schakman et al. (2008), sugerem também que os glicocorticoides
estimulam a produc¢do de miostatina pelo musculo. A miostatina é um fator de
crescimento que inibe o desenvolvimento de massa muscular e desregula a
proliferacdo e diferenciacdo de ceélulas satélites, alterando a sintese de
proteinas e contribuindo para a atrofia e fraqueza muscular comumente
encontrada nesses pacientes.

Estas condicbes catabdlicas estdo associadas ao hipercostisolismo que,
por sua vez, desempenha um papel importante na atrofia musculo-esquelética.
A administracdo de doses elevadas de glicocorticéides induz a degradacao de
proteinas, mediada principalmente pela ativacdo de ubiquitina-proteosoma e
pelas vias lisossomais e inibe também a acdo do RU486, um antagonista do
receptor de glicocorticéides, que reduz a perda de massa muscular 22

Os glicocorticéides sintéticos sao usados terapeuticamente de forma
eficaz para uma ampla variedade de condi¢bes que exigem modulagéo
imunoldgica ou inflamatodria, incluindo o tratamento do enfisema pulmonar,
porém as reacdes adversas da terapia sistémica com o uso destes farmacos
podem repercutir no decurso da doenca e na qualidade de vida dos pacientes.

Desta maneira, o perfeito entendimento do enfisema é de fundamental
importancia para o desenvolvimento de terapias adequadas e a completa
reabilitacdo do paciente, levando-se em conta que, at¢é o momento, a

terapéutica nestes pacientes tem obtido resultados apenas paliativos.
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2.1 Introducéao

O enfisema é uma doenga caracterizada pelo alargamento dos espagos
alveolares juntamente com a destruicado das paredes alveolares, constituindo
uma das manifestagdes da doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)'2. Na
DPOC, o enfisema coexiste com inflamacdo crénica dos brénquios e
bronquiolos, fibrose e hipersecrecdo de muco, que ocasiona estreitamento e
fechamento das pequenas vias aéreas °.

Atualmente, a DPOC é o maior e mais crescente problema de saude
global, o que pode torna-la a terceira causa mais comum de morte e a quinta
maior causa de incapacitagdo no mundo por volta de 2020 %*.

Nos ultimos anos, varios pesquisadores exploraram novos horizontes
fisiopatogénicos, o que permitiu a mudanca do enfoque, até entdo quase que
exclusivamente relacionado a fungdo pulmonar, para o estudo celular e
bioquimico da doenga, avaliando desta forma, os efeitos extrapulmonares e
comorbidades importantes que podem contribuir para a gravidade da doenca.
Isto foi introduzido na definicdo da DPOC pela Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease - GOLD. Na DPOC ocorrem alteragdes dos
componentes celulares do pulmdo, com aumento do numero de macrofagos,
neutrofilos e linfocito CD8+, estresse oxidativo e a facilitacido de colonizacao
por microorganismos. Tais fatores interagem de modo a recrutar mais células
proé-inflamatoérias. Nas areas de maior ventilagao pulmonar ocorre a destruicao
periférica das ligagbes dos alvéolos na regido de parénquima pulmonar,
facilitando a sua fusdo e hiperinsuflacéo, caracterizando o enfisema '>®.

Ainda nao esta plenamente estabelecido o papel destes elementos na
alteragao estrutural causada pela doengca. Em algumas circunstancias, como
na infecgdo ou no tabagismo, ha uma importante migragcdo de leucdcitos,
principalmente neutrdfilos, para o pulm&o. Durante este processo, os
neutrofilos podem liberar enzimas, como a elastase, com a finalidade de
preservacao pulmonar, entretanto, sem distingdo entre substancias nocivas ou
componentes da matriz extracelular "2,

A elastase neutrofilica € a principal enzima que age degradando a
elastina, componente da estrutura das fibras elasticas. Em condicbes normais,

a atividade enzimatica proteolitica € prevenida e restaurada pelas enzimas



24

antiproteoliticas, como a a-antitripsina’®’ . Desta forma, a patogénese do
enfisema € resultado de uma série de fatores, como a inflamagao, atividade
proteolitica, desequilibrio de metaloproteases de matriz, apoptose e estresse
oxidativo. Este fato tem estimulado alguns pesquisadores a desenvolver
modelos de enfisema em ratos ou camundongos utilizando elastase
pancreatica suina (PPE), uma enzima que atua predominantemente na elastina
provocando uma resposta inflamatéria pulmonar aguda que contribui para a
destruicdo do tecido conectivo pulmonar, ocasionando destruicdo do
parénquima e alteragdes da funcdo pulmonar, de forma semelhante ao
enfisema humano °°.

O estresse oxidativo pode ser um importante mecanismo amplificador na
DPOC. Biomarcadores do estresse oxidativo como o peréxido de hidrogénio e
o 8-isoprostano estdo aumentados no ar exalado e condensado, no muco e na
circulagao sistémica dos pacientes com DPOC. Pode também haver uma
reducdo nos antioxidantes endogenos em pacientes com DPOC. O estresse
oxidativo tem varias consequéncias adversas nos pulmdes, incluindo ativacéo
de genes inflamatérios, inativagdo de antiproteases e estimulagao de secregéo
do muco. Muitos desses efeitos sdo mediados por peroxinitrito, que é formado
por uma interagdo entre anions superdxido e 6xido nitrico. 261112,

Uma vez desenvolvida a DPOC e suas comorbidades, estas ndo podem
ser curadas e, portanto, devem ser tratadas continuamente. O tratamento inclui
a reabilitacdo pulmonar, oxigenioterapia, cirurgia redutora de volume pulmonar
e a terapia farmacolégica, a qual, apesar de reduzir os sintomas e as
exacerbacdes, melhorando a qualidade de vida dos pacientes, apresenta

apenas resultados paliativos ®'°.

Dentre os farmacos mais utilizados para prevenir e controlar os
sintomas, reduzir a freqliéncia e a gravidade das exacerbagdes da DPOC,
estdo os broncodilatadores (agonistas 2-adrenérgicos e anticolinérgicos) e os
antiinflamatérios glicocorticéides, como a budesonida e a prednisolona ®™.
Estes antiinflamatérios reduzem a hiperatividade bronquial, a frequéncia das
crises € melhoram o estado de saude e a qualidade de vida dos pacientes,
entretanto n&do alteram a taxa de declinio da fungéo pulmonar *® ;nem impedem

ou retardam o desenvolvimento progressivo do enfisema '°.
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A prednisolona é um analogo sintético adrenocorticosterdide, um
esterdide sob a forma de alcool livre ou esterificado, com predominantes
propriedades glicocorticoides podendo reproduzir alguns efeitos dos
glicocorticdéides enddgenos e possuem agdes que proporcionam efeitos
antiinflamatorios que resultam em seu uso no tratamento das mais variadas
patologias como a DPOC. Os glicocorticoides também induzem as proteinas
antiinflamatadrias, as lipocortinas. Essa proteina inibe a enzima fosfolipase 2aq,
inibindo a sintese de prostaglandinas e de produtos da lipoxigenase. Os
corticosteréides também se ligam a receptores glicocorticéides localizados no
citoplasma e os receptores glicocorticéides ativados movem-se para o nucleo,
onde ocorre a regulacdo dos genes antiinflamatorios (ex.: lipocortina,
endopeptidase neutral, inibicdo dos ativadores do plasminogénio). Os
corticosteréides também diminuem a estabilidade de moléculas selecionadas
do RNA mensageiro alterando a transcricdo genética. Esses genes afetados
por essa agao incluem aqueles envolvidos na sintese da colagenase, elastase,
ativador de plasminogénio, 6xido nitrico-sintase, cicloxigenase tipo Il, citocinas
e quimoquinas. Assim sendo, os corticosteroides sao inibidores efetivos das
citocinas descritas e por isso reduzem a resposta inflamatéria iniciada por estas
citocinas 17,

Desta forma, o uso de glicocoticoides para o tratamento das
exacerbacgobes ja foi amplamente difundido muito antes de grandes evidéncias
em sua utilizacao nesta doenca. Sua administragao, seja inalatdria, oral ou
intravenosa, mostrou-se eficaz em diferentes estagios de gravidade da doencga,
com melhorias de até trés vezes no volume expiratério forcado no primeiro
segundo (VEF,) quando comparado com individuos utilizando placebo '®'°,
porém estudos recentes sugerem que a via oral de administragdo deve ser
preferivel no tratamento de exacerbagdes, pelo fato de ser mais conveniente e

de menor custo 2%?1?2,

Dentre as reacdes adversas da terapia sistémica com o uso destes
farmacos, destacam-se a osteoporose, a hipertensao, obesidade e disfuncdes
musculo-esquelética, que podem repercutir no decurso da doenca e na

qualidade de vida dos pacientes %°.



26

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude, a doenga pulmonar
obstrutiva crénica tem afetado o mundo todo devido a sua alta prevaléncia,
morbidade e mortalidade, ocasionando grande impacto social e econdémico.
Desta maneira, a melhor compreensao da fisiopatologia da doenca e sua
relacdo com os farmacos utilizados sdo de grande importancia, favorecendo
sua efetividade com reducdo de efeitos adversos e contribuindo para uma
melhor terapéutica, visto que até o momento esses pacientes tem obtido
resultados apenas paliativos.

Desta forma, avaliou-se neste estudo o efeito da administracdo da dose
unica de elastase (PPE) sobre a resposta inflamatéria aguda, alteracbes
teciduais e dosagem de 6xido nitrico em pulmdes de ratos enfisematosos. Além
disso, avaliou-se o efeito do glicocorticdide prednisolona na resposta

inflamatdria e no didmetro alveolar no enfisema elastase induzido em ratos.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Animais

Foram utilizados 32 ratos machos Wistar com peso entre 200-250g
mantidos em ciclo claro/escuro de 12h, com livre acesso a agua e ragao. Os
animais foram obtidos do biotério central da Universidade Nove de Julho. O
experimento foi aprovado pelo comité de ética da UNINOVE (n° AN0011/2009).

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=8): grupo controle (C),
grupo prednisolona (P), grupo enfisema (E), grupo enfisema tratado com
prednisolona (EP).

O protocolo de indugao realizado foi adaptado de estudos semelhantes

9.23.24 tilizando Elastase

de inducao de enfisema realizado por outros autores
0258 (pancreatic from porcine pancreas, tipo IV — Sigma-Aldrich) diluida em
salina, para indugcdo do enfisema, na concentracdo de 2mg/ml. Para o
tratamento foi utilizado Prednisolona (5mg/Kg), adquirida da Aché Laboratorios
Farmacéuticos, preparada na forma de suspensao em carboximetilcelulose
0,2% (CMC).

Para os procedimentos de inducéo e coleta de material os animais foram
anestesiados com Ketamina-Xilazina (75/10mg/kg) administrada por via

intraperitoneal.
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Para indugao do enfisema, a traquéia foi exposta e uma dose Unica de
elastase (0,4mg/Kg) ou salina foi injetada entre os anéis cartilaginosos, com
seringas de 1 ml. Os animais dos grupos E e EP receberam 0,2ml de Elastase
e os grupos C e P receberam 0,2ml de salina. Logo apds o procedimento, a
ferida cirdrgica foi suturada e os animais foram recolocados em suas
respectivas caixas, permanecendo em observacgao até o retorno da anestesia.

A administragdo da Prednisolona ou CMC, foi iniciada 1 hora antes da
indugao do enfisema e realizada durante 25 dias ininterruptos, em doses unicas
diarias, por gavage. Os grupos P e EP foram tratados com 1 ml de
Prednisolona (5mg/Kg). Os grupos C e E receberam 1 ml do veiculo (CMC
0,2%). No 25° dia todos os animais foram anestesiados e as amostras

bioldgicas coletadas.

2.2.2 Protocolo Experimental

Sangue: foi coletado 3ml de sangue arterial da aorta abdominal em
tubos de 10 mL, com gel separador, sem anticoagulante. Separou-se uma
aliquota para contagem diferencial de leucdcitos e o restante do sangue foi
centrifugado (3000 g, 10 minutos) e o soro armazenado a -70°C.

Posteriormente os animais foram sacrificados por exsanguinagéao.

Liquido Broncoalveolar (BALF): Para a coleta do BALF bloqueou-se o
brénquio do pulmao esquerdo com o auxilio de uma linha e foi instilado 3 x 3 ml
de tampéao fosfato (PBS) pela traquéia com o auxilio de cateter acoplado a
conector threeway, perfundindo apenas o pulméo direito. Cerca de 80-90% do
volume instilado foi recuperado. Deste total, 0,02ml foram separados para
quantificacdo de leucocitos e o restante centrifugado (10000rpm/10min/4°C). O

sobrenadante foi armazenado em freezer -70°C até o momento das analises.

Tecido Pulmonar: Instilou-se no pulmao esquerdo 0,3 ml de formol
tamponado através dos brénquios sendo posteriormente fixados em
formaldeido a 4% em solugdo tamponada (pH 7,5 aproximadamente) por 24h;
apos a fixagédo, os tecidos sao impregnados com parafina formando-se um

bloco de parafina com o tecido no seu interior (inclusdo) e desta forma esse
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bloco de parafina sdo seccionados pela navalha de ago do micrétomo,
obtendo-se cortes de 6 a 8 micrdmetro (um) de espessura. Esses cortes séo
estirados em agua quente e, depois, colocados nas laminas. E por fim as

laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) 2>2°27.
2.2.3. Procedimentos laboratoriais
Contagem diferencial de leucécitos no BALF

A contagem de leucdcitos foi realizada através de contagem tradicional
em camara de Neubauer utilizando microscépio 6tico com aumento de 40x.
Foram contadas todas as células dos quadrantes externos do reticulo da
camara e aplicada a formula: n° de leucdcitos contados nos 4 quadrados x 50 =

nimero de leucécitos/mm?®, conforme técnica descrita na literatura °.
Analise morfométrica e morfoldgica dos tecidos

A quantificacdo do enfisema pulmonar foi verificada através da medida
do didmetro médio alveolar em micrémetros (medida de intersegao linear - Lm).
A técnica consiste na determinacdo do numero de vezes que estruturas do
parénquima pulmonar interceptam um conjunto de retas coerentes®. Na
presenca de destruicdo alveolar ocorre um numero menor de intersecdes, o
que caracteriza o enfisema 2>?. O diametro alveolar médio de cada amostra foi
obtido pela relagdo Lm = Ltot/ Li (um). Onde Ltot € o comprimento total das
retas do campo e Li € o numero de interceptos das estruturas alveolares com
as retas do reticulo ?2°. As laminas foram fotografadas com camara fotografica
integrada (Canon A530) com objetiva de 25X (aumento de 100X) em cinco
campos nao coincidentes, escolhidos aleatoriamente. O diametro alveolar foi
quantificado utilizando a sobreposi¢cao do reticulo com o auxilio do software
Microsoft Office Picture Manager 2007.A contagem das intersegbes foi

realizada por um observador cego.
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Dosagem de Oxido Nitrico

A dosagem do oOxido nitrico foi realizada com a utilizagdo do
equipamento Nitric Oxide Analyzer 280 (Sievers, USA), no Laboratério de
Analises Clinicas do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da
Universidade de Sao Paulo/USP. As amostras de BALF estocadas a -70°C
foram desproteinizadas por incubacéao (3:1) com etanol, em banho-de-gelo, por
30 minutos. Centrifugou-se a 14.000 g e retirou-se o sobrenadante para
analise. A detecgao do produto da reacéao foi feita por quimioluminescéncia. O
sistema de dosagem dos produtos, em amostras liquidas, é constituido de uma
camara de purga, em que a amostra é colocada para que ocorra a reagao,
permitindo que somente NO seja liberado para leitura. O gas reage com
ozonio, emitindo luz, cuja intensidade é medida em milivolts, e corresponde a
quantidade de NO presente na amostra. Os resultados foram descritos em
micromolar. As concentragcdes de nitritos e nitratos foram calculadas por
comparagao com as solucdes-padrao. Finalmente, a média das duplicatas foi
multiplicada por trés, para corrigir a diluicdo das amostras, empregada no

procedimento de desproteinizagéo.
2.3. Andlise Estatistica

Para analise estatistica, sera utilizado o software SPSS 14.0.

Os dados foram expressos como média e desvio padrao. As diferengas
entre os grupos em todas as avaliagbes realizadas serdo analisadas por
ANOVA one-way seguido do teste de Tukey como contraste para os dados
paramétricos. A avaliacdo da correlagdo entre leucdcitos e oxido nitrico dos
grupos enfisema, controle, enfisema prednisolona e prednisolona foram
realizadas utilizando o teste de Pearson. Foi considerado como indicativo de

significancia estatistica p<0,05.

2.4. Resultados

Durante a indugdo do enfisema, na instilagao intratraqueal da elastase

ou salina, ocorreu a morte de um animal do grupo enfisema; dois animais do
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grupo prednisolona, e trés animais do grupo enfisema prednisolona. Nao houve

morte de animais do grupo controle.

Avaliacao do diametro alveolar

A destruicdo da arquitetura alveolar do parénquima pulmonar promovido
pela administracao intratraqueal de elastase e as diferengcas em relacdo ao
grupo tratado com prednisolona foram verificadas através da medida do
diametro médio alveolar (Lm). Comparando-se o grupo enfisematoso com o
grupo controle foi observado um aumento significativo do espacgo alveolar no
grupo enfisematoso. No entanto, comparando os animais do grupo controle
com o grupo enfisema prednisolona, este ndo apresentou reducgéao significativa
do alargamento do espaco alveolar, conforme mostrado na figura 1.

Nés avaliamos os cortes pulmonares que foram corados com
hematoxilina-eosina apés 25 da administracido intratraqueal de PPE e

prednisolona como mostrado na figura 2.
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Figura 1: Diametro alveolar médio de ratos com enfisema elastase

LM

o n

induzido tratados com prednisolona (5 mg/Kg). Dados descritos como média e
desvio padrdo (n=8 grupo controle; n=7 grupo enfisema; n=6 grupo

prednisolona; n=5 grupo enfisema prednisolona). * Diferenca entre os grupos C
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e E; e entre C e EP (p<0,05); C: Controle; E: Enfisema; P: Prednisolona; EP:

Enfisema+Prednisolona.

Figura 2: Imagens microscépicas de laminas com cortes histologicos de
pulmbes de ratos corados com hematoxilina-eosina (HE 400x) apés 25 dias
apos a instilacado intratraqueal de 0,2 ml de elastase ou solugao salina. A)
Controle; B) enfisema; C) prednisolona; D) enfisema/prednisolona.
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Quantificacéo de leucdcitos no liquido broncoalveolar

Foi avaliado o efeito da prednisolona na redugé&o da migracao de células
inflamatdrias para o espago broncoalveolar. Houve uma reducdo do numero de
leucocitos no BALF dos animais do grupo controle tratados com prednisolona e
enfisematosos tratados com prednisolona, quando comparado com o grupo
enfisematoso, entretanto sem diferenga estatisticamente significante entre os

grupos, como observado na figura 3.
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Figura 3: Numero de leucécitos no BALF de ratos com enfisema elastase
induzido tratados com prednisolona (5 mg/Kg). Dados descritos como média e
desvio padrdao ((n=8 grupo controle; n=7 grupo enfisema; n=6 grupo

prednisolona; n=5 grupo enfisema prednisolona).

Avaliacdo do Oxido Nitrico (NO)

Foi realizada a dosagem de Oxido nitrico no BALF dos animais

estudados. Nao foi observada diferencga estatistica entre os grupos (figura 4).
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Figura 4: Quantificagéo do 6xido nitrico no BALF de ratos com enfisema
elastase induzido tratados com prednisolona (5 mg/Kg). Dados descritos como
média e desvio padrdo (n=8 grupo controle; n=7 grupo enfisema; n=6 grupo

prednisolona; n=5 grupo enfisema prednisolona).

2.5. Discusséo

O enfisema pulmonar € o maior componente da DPOC e caracteriza-se
por destruicdo da matriz extracelular alveolar, resultando em alargamento do
espacgo aéreo € uma reducdo na area de troca alvéolo-capilar, o que leva a
obstrugao parcialmente reversivel. Esta obstrugdo € geralmente progressiva e
associada a uma resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a particulas ou
gases nocivos °.

Para o estudo do enfisema, varios modelos animais foram desenvolvidos
e vem sendo utilizados. Entre eles, destacam-se a inducdo por fumaca de
cigarro e o uso de enzimas proteoliticas, como a papaina e a elastase 2.

Segundo dados da literatura, os modelos de enfisema pulmonar que
utilizam instilagcdo ou nebulizacdo de enzimas proteoliticas através da via
respiratéria mostraram-se eficazes na reproducdo dessa doenca. Esse
processo proteolitico, associado a destruicdo uniforme da matriz extracelular
(MEC) do acino pulmonar, resulta em alteragées morfo-histolégicas e fisiologi-

cas dos pulmdbes, equivalentes as alteragdes encontradas no enfisema em
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seres humanos ?°. Morfologicamente, a elastase provoca ruptura das paredes
alveolares e alargamento do espaco aéreo em todo o parénquima pulmonar.
Além disso, a elastase intratraqueal induz uma resposta inflamatéria precoce
com neutrofilos e macréfagos. Estas células podem ser a fonte de proteases e
oxidantes que podem contribuir para a destruicdo de tecido conjuntivo
pulmonar, bem como de mediadores inflamatdérios que exacerbam o enfisema
elastase induzido ?® OuvirLer foneticamente . Desta forma, utilizamos, em
nosso estudo, o método da instilacido de elastase por via intratraqueal para
inducdo do enfisema pulmonar em ratos.Dicionario - Ver dicionario detalhado
As alteracbes morfométricas observadas nos pulmdes submetidos a
acédo da elastase demonstraram aumento de espacos alveolares (figura 1),

9102628 (g resultados

semelhante ao observado em outros estudos
mostraram uma diferengca estatisticamente significativa (P<0,05) entre os
grupos controle e enfisema e entre os grupos controle e enfisema/prednisolona,
corroborando a eficacia da elastase em induzir o enfisema. Entretanto, os
dados obtidos sugerem que a prednisolona ndo reduz a destruicdo alveolar
promovida pela instilacdo da elastase, uma vez que nao foi observada
diferenga entre o grupo enfisematoso e enfisematoso tratado com prednisolona
(EP).

Na avaliagdo do numero de leucdcitos do BALF, houve uma redugao do
numero de leucdcitos no BALF dos animais controle tratados com prednisolona
e enfisematosos tratados com prednisolona, quando comparado com o grupo
enfisematoso, entretanto sem diferenga estatisticamente significante entre os
grupos (figura 2). Estudos publicados recentemente, também observaram
aumento dessas células apds a intilacdo intratraqueal de elastase em
camundogos °.

O tratamento com o corticosterdide pode afetar a inflamacgao neutrofilica
por reduzir a atividade quimiotaxica do neutrdfilo e pelo aumento da inibicdo da
elastase neutrofilica. Porém alguns autores relatam que tanto o corticosterdide
inalatorio ou oral (prednisolona) nao resulta em nenhum beneficio clinico tanto
na fungdo pulmonar ou nos sintomas, além de n&o levar a alteragbes na
contagem total ou diferencial de linfécitos no BALF de pacientes com DPOC®.
Portanto, o efeito do corticosterdide no tratamento na fase estavel da DPOC é

controverso. Ja, no estudo realizado por Nishi (2003)'°, foram avaliadas a acgéo
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do corticosterdide dexametasona em coelhos com enfisema elastase induzido
no tratamento cronico e este néo foi capaz de inibir a agdo da elastase nas
alteracdes histoldgicas ou na funcéo pulmonar ™°.

Desta forma, apesar da ampla utilizacao de corticosterdide em pacientes
com enfisema pulmonar, sabe-se que ha pouca evidéncia do beneficio do seu

20,31,32,29

uso durante o tratamento de uma exacerbagao , € 0 Seu uso sistémico

prolongado pode levar ao aparecimento de efeitos adversos graves como
hiperglicemia, miopatia e osteoporose 2°® .
Para se avaliar o estresse oxidativo envolvido durante o processo

inflamatdrio do enfisema, foi quantificado o 6xido nitrico no BALF dos animais.

Ler foneticamente

Dicionario - Ver dicionario detalhado
0000 método de avaliagdo do oxido nitrico foi realizado através da coleta do
lavado broncoalveolar dos ratos controle, enfisema, prednisolona e enfisema
prednisolona e, apesar de nao apresentar diferenca estatistica entre os grupos,
os dados obtidos sugerem que o aumento da concentragdo de NO no grupo
enfisema pode ser devido a efeitos citotoxicos apresentando desta maneira,
grande poder oxidante, que foi reduzido com o uso da prednisolna (Figura 4).

No estudo de Vaart et al (2005)** foi avaliado os marcadores do estresse
oxidativo em modelos animais expostos a fumaca de cigarro e observaram que
o NO (iNOS e eNOS) encontrou-se aumentado, entretanto as concentragdes
de glutationa reduzida (GSH) estavam diminuidas **. Assim, o desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes pode desempenhar um papel importante na
fisiopatologia do desenvolvimento do enfisema pulmonar *'2.

Assim, mesmo nao havendo diferenca estatistica no nosso estudo, o
estresse oxidativo poderia produzir ndo so6 efeitos prejudiciais diretos nos
pulmdes, mas também pode promover a ativacdo de mecanismos moleculares

que iniciam a inflamacdo pulmonar %%,

E, apesar da influéncia do
corticosterdide na atividade enzimatica antioxidante ja ter sido descrito, os
mecanismos de modulagdo ainda nao foram elucidados *'.

Em suma, nossos resultados sugerem que a administracédo de uma dose
unica baixa (0,4mg/kg) de elastase em ratos pode fornecer uma resposta

inflamatdria aguda, apresentando alargamento e destruicdo da parede alveolar
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caracterizando o enfisema pulmonar. No entanto, o tratamento com
prednisolona, no modelo estudado, ndo foi capaz de impedir ou reverter as
alteracdes teciduais e celulares promovida pela adminstragao de elastase.
Sabe-se que apesar dos beneficios clinicos da corticoterapia, ha relatos
na literatura que mostram pouco efeito da sua utilizagdo sobre a fungao
pulmonar de pacientes com DPOC. Desta forma, sua efetividade na doenga
pulmonar obstrutiva crénica vem sendo questionada, sugerindo maiores
estudos relacionados a seu mecanismo de agao sobre o processo inflamatério
envolvido no enfisema e sobre sua utilizagdo clinica em pacientes com

enfisema.

2.6Concluséao

O modelo experimental elastase-induzido, promove destruicdo da
parede alveolar que é caracteristico no enfisema pulmonar. E a prednisolona,
apesar de ser utilizada clinicamente para o tratamento da exacerbacao da
doenca, nédo reverteu a destruicdo da parede alveolar nesse modelo

experimental.
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3.CONSIDERACOES FINAIS

O enfisema pulmonar € uma doenga obstrutiva crénica, resultante de
importantes alteragcdes de toda a estrutura distal do bronquiolo terminal, seja
por dilatacdo dos espagos aéreos, seja por destruicdo da parede alveolar,
ocasionando a perda da superficie respiratoria, diminuicdo do recolhimento
elastico e hiperinsuflagao pulmonar.

Uma vez desenvolvido o enfisema pulmonar, metas de tratamento sao
desenvolvidos com o objetivo de melhorar a qualidade de vida e trazer conforto
para o paciente.

Dentre os tratamentos propostos para aliviar os sintomas e promover
qualidade de vida € a terapia farmacologica que inclui a utilizacdo de
corticosterdéides sistémicos, como a prednisolona.

Assim, nossos resultados sugerem que a administragcdo de uma dose
unica de elastase em ratos pode fornecer uma resposta inflamatéria aguda,
apresentando alargamento e destruicdo da parede alveolar caracterizando o
enfisema pulmonar. No entanto, o tratamento com prednisolona, no modelo
estudado, nao foi capaz de impedir ou reverter as alteragdes teciduais e
celulares promovida pela adminstracdo de elastase. Contudo, se faz
necessario estudos ndo sé da fisiopatologia, mas também de possiveis
farmacos que possam atuar nos mecanismos que desencadeiem o enfisema e,

talvez impedir ou mesmo reverter o desenvolvimento do enfisema pulmonar.
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INTRODUCAO

Os glicocorticéides pertencem a classe dos hormdénios esteréides utilizados
terapeuticamente para varias doencas. Estes hormoénios desempenham um
importante papel fisiolégico na regulacdo da produgdo, armazenagem, usO €
distribuicdo de substratos para o metabolismo energético sistémico. A maioria dos
tecidos sdo alvos de acdo de glicocorticoides contribuindo para seus efeitos globais
no organismo &2,

Os glicocorticéides sintéticos sdo usados terapeuticamente de forma eficaz
para uma ampla variedade de condi¢bes que exigem modulacdo imunoldgica ou
inflamatoéria, incluindo o tratamento de distrofias musculares e doencas
respiratérias como asma e DPOC. Entretanto, seu uso € acompanhado por uma
série de efeitos adversos, incluindo perda de massa muscular, hiperglicemia,
dislipidemia, hipertensdo, nefropatia, osteoporose e um aumento do risco de
arteriosclerose <2,

Dentre as diversas doencas que a fisioterapia exerce seu papel reabilitador e
que sao tratadas com glicocorticéides destacam-se a DPOC e a distrofia muscular
de Duchenne, pois ambas apresentam envolvimento muscular deixando os
pacientes mais suscetiveis aos efeitos adversos sistémicos destes farmacos no que
diz respeito as alteracdes musculares promovida por seu uso crbnico.

Neste sentido, diante das modula¢des fisiologicas, efeitos terapéuticos e
adversos que os glicocorticéides promovem, estes podem interferir ou alterar de
forma direta as acdes fisioterapéuticas reabilitadoras. Portanto, torna-se necessario
e crucial o entendimento das implicacdes clinicas advindas do uso terapéutico dos
corticosterdides nestas doencas, para assim poder tracar a melhor estratégia
reabilitadora.

Com este intuito, o presente estudo busca avaliar os efeitos terapéuticos e
adversos promovidos pela terapia cronica ou repetitiva de glicocorticéides na DPOC

e na distrofia muscular de Duchenne, com énfase nos sitios musculares, os quais
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sdo diretamente afetados pela sua utilizacdo e que constituem um importante alvo
reabilitador do manejo fisioterapéutico.

Glicocorticoides

Os glicocorticoides, também conhecidos como corticoides fazem parte do
grupo dos corticosterdides os quais se dividem de acordo com suas funcdes
fisiolégicas em glicocorticéides (cortisol) que participam do controle metabdlico
basal, e os mineralocorticoides (aldosterona), os quais desempenham importante
papel no equilibrio hidroeletrolitico no organismo ©.

O cortisol € um horménio esterdide glicocorticéide humano, o qual é liberado
pela glandula adrenal em resposta ao estresse e como mensageiro dos ritmos
circadianos, controlando uma variedade de funcdes fisiolégicas, tais como,
imunoldgicas, metabdlicas, cardiovasculares e de reproducéo, se tornando essencial

@24 O cortisol e os demais

para o controle de diversas fungbes vitais
glicocorticoides agem através da ligacdo ao receptor de cortisol, um receptor
citosoélico pertencente a superfamilia nuclear dos receptores hormonais,
desencadeando efeitos similares aos hormonios *9.

Entretanto, apesar dos efeitos fisiologicos, farmacolégicos e clinicos dos
glicocorticodides serem bem conhecidos, a compreensdo de seus mecanismos de
acdo ainda permanece obscura .

Os glicocorticoides, em concentragdes fisioldgicas sdo considerados imuno-
moduladores, porém em doses farmacolégicas sdo considerados potentes
imunossupressores ®. A producéo de corticosteréides é diretamente regulada pelo
eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), sendo que alteracbes de suas
concentracdes plasmaticas geralmente levam a adaptacfes compensatorias da taxa
de producéo, degradacédo e de excrecdo (Feedback negativo) a fim de manter a
homeostasia, provocando inclusive alteracées na atividade do sistema imunolégico.

Isto vem sendo demonstrado em relacdo as isoformas de seus receptores (GR),

onde, a expressdo abundante de uma isoforma pode causar o desenvolvimento ou
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a gravidade de uma doenca, bem como, a diminuicdo da sensibilidade aos
glicocorticoides 9.

A despeito da sua inquestionavel utilidade no tratamento de diversas
doencas, principalmente pela sua atividade antiinflamatdria, os corticoides
apresentam graves efeitos indesejaveis que limitam seu uso. Por isso, 0 uso desta
terapéutica é ainda foco de debate em diversas condicSes patoldgicas . Além
disso, alguns pacientes demonstram baixa ou até auséncia de respostas, mesmo
em altas doses de glicocorticoides devido a resisténcia ou insensibilidade a esses
farmacos ®.

A descricdo de seus efeitos indesejaveis é antiga, data desde 1948, quando
foi utilizado pela primeira vez para o tratamento da artrite reumatéide ", Dentre
as principais reacdes adversas com o uso de medicamentos desta classe, destaca-

se a hipertensdo, osteoporose, sindrome de Cushing, diabetes, obesidade, dentre

outras, culminando numa série de repercussodes clinicas:

Repercussfes metabdlicas

A sindrome de Cushing (SC) é o principal efeito adverso que ocorre com o
uso cronico de glicocorticéides, afetando varios 6rgdos e sistemas. Esta sindrome é
resultante da exposicdo crénica aos glicocorticoides (produzido no cértex adrenal)
ou por sua utilizacdo em altas doses, levando a varias alteracdes sistémicas, como
euforia ou depresséao, alteracdes de memoria, obesidade com aumento da gordura
abdominal, intolerancia a glicose, osteoporose, hipertensao arterial e intracraniana,
dentre outras, diminuindo assim, a qualidade de vida dos pacientes ©.

Muitos efeitos colaterais da corticoterapia podem ser confundidos com os
achados da SC propriamente dita. A principal diferenca entre a SC exdgena e a
enddgena é que a Ultima apresenta maior acdo mineralocorticéide, resultando em
maior incidéncia de hipertensao arterial sistémica (HAS), hipocalemia e sintomas de
hiperandrogenismo (hirsutismo e sintomas de virilizacdo). Ja os sintomas derivados

do uso de glicocorticoides exdégenos sao menos comuns, 0s mais importantes sdo: o
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pseudotumor cerebral, necrose 6ssea avascular, lipomatose epidural espinhal,
catarata e glaucoma. Além disto, os glicocorticéides tém demonstrado acao
estimuladora de endocanabinéides no hipotalamo, estimulando a atividade da
Adenosina monofosfato quinase dependente (AMPK) a qual é ativada pelo
organismo quando ocorre decréscimo de energia. Uma vez ativada, a AMPK desliga
as vias anabdlicas, tais como de acidos graxos, sintese de colesterol e a glicélise,

levando & intolerancia a glicose nos pacientes que utilizam estes farmacos .

Repercussfes cardiovasculares

Um importante efeito da utilizacdo cronica dos GCs é a hipertensao arterial,
que estaria ligada aos niveis elevados de aldosterona no organismo através de
ativacdo dos receptores mineralocorticéides (RM) nos rins @ porém, dados
disponiveis argumentam que este ndo é o Unico, ou mesmo, 0 mecanismo primario
subjacente para a hipertensdo @Y. Atribui-se ao desenvolvimento de hipertenséao
arterial nestes pacientes, a reducdo da formacdo de moléculas vasodilatadoras
como o 6xido nitrico e 0 aumento no efeito vasoconstritor através dos efeitos da
angiotensina Il e do bloqueio do sistema renina-angiotensina. A literatura indica
que a causa da hipertenséo arterial com o uso de glicocorticéides seja multifatorial,
porém a maioria dos estudos relata o aumento da resisténcia vascular periférica

como o principal mecanismo @2,

Repercussbes Osseas

A acdo dos glicocorticéides na reabsorcdo Ossea foi relacionada com o
aumento no numero de fraturas nos pacientes que fazem o uso destes farmacos de
maneira cronica. Os GCs reduzem indiretamente a absorcdo e o aumento da
excrecdo renal de céalcio ®®. Além disso tém-se demonstrado que os GC agem
diretamente sobre a apoptose de osteoblastos e ostedcitos, inibindo a capacidade

de reorganizacdo do citoesqueleto, além de aumentar a reabsorcdo 6ssea causado
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pelo aumento do tempo de permanéncia dos pré-osteoclastos existentes,
diminuindo assim a formacao 6ssea. ¥

Em um estudo coorte realizado com criancas com idades entre 5 e 12 anos,
avaliou-se o acréscimo mineral 0sseo anual em 531 meninos e 346 meninas, com a
utilizagdo de corticoides de administragdo oral e inalatdria. O estudo demonstrou
que com a administracdo oral do farmaco, houve uma reducdo no acréscimo
mineral 6sseo e um aumento no risco de osteopenia Nos meninos, mas nao em
meninas. JA a administracdo inalatdria, apresentou uma pequena diminuicdo da
deposicdo mineral éssea apenas em meninos, porém, nenhum risco aumentado de
osteopenia, demonstrando menores reacdes adversas com a utilizacdo de GC

inalatérios quando estudada patologias ¢sseas .

Repercussdes musculares

As reacdes adversas ligadas a partes musculares sdo amplamente estudadas
em corticoideterapia.®®. Em um estudo pré-clinico, avaliou-se a funcéo
mitocondrial em relagdo aos musculos de ratos com a utilizacdo de glicocorticoide
sintético na dose farmacolégica de 4mg/Kg/dia durante 14 dias. Os resultados
demonstraram que a funcdo mitocondrial foi mantida, porém, observou-se perda de
massa muscular e reducdo da taxa de sintese protéica tanto em mdusculos
glicoliticos e oxidativos, como nos musculos séleo e plantar®®. Tem sido
demonstrado, ainda, que a quebra de proteinas musculares pela inducdo dos
glicocorticoides, € mediada através de protedlise de ubiquitina-proteassoma
dependente e de outras vias de degradacdo dependentes de célcio, ou seja,
diminuicdo da taxa de sintese protéica aliada & quebra de proteina 7.

Estas alteragcdes musculares podem interferir inclusive na bioenergética,
como por exemplo, no fornecimento de carbono proveniente de aminoacidos para a
gliconeogénese no figado e rins, devido aos ritmos circadianos. Sendo assim,

enfermidades que utilizam os corticosterdides podem ter repercussfes relacionadas
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ao ciclo claro-escuro, como consequUéncia da liberacdo de glicocorticoides

endoégenos 9,

Distrofia muscular de Duchenne e as implica¢gbes do uso de glicocorticoides

A distrofia muscular do tipo Duchenne é uma doenca geneticamente
determinada que se manifesta por fraqueza progressiva, degeneracéo e atrofia dos
musculos esqueléticos 9 causada por mutacées no gene DMD (Duchenne Muscular
Distrophy), localizado no cromossomo X (regido Xp21). Alteracdes na sequéncia do
gene DMD, como principalmente delecbes (perda de DNA) e duplicacdes (ganho de
DNA), sdo a causa da doenca em aproximadamente 65% dos casos. Nos casos
restantes, ocorre uma alteracdo pequena na sequéncia génica, chamada de
mutacdo de ponto. O gene DMD codifica uma proteina chamada distrofina que, em
conjunto com outras proteinas, formam um complexo localizado na membrana da
célula muscular que participa da regulacdo da permeabilidade desta membrana
(20,21)_

A DMD possui curso clinico severo, progressivo com perda dos movimentos
de membros inferiores em torno da primeira década de vida e morte na terceira
década, freqiientemente por insuficiéncia respiratéria @,

As primeiras manifestacdes aparecem entre trés e cinco anos, quando a
crianca apresenta dificuldade de sentar-se, ficar em pé ou andar, além de cair com
frequéncia. Nesta fase, a crianca comeca a apresentar dificuldade em subir escadas
e pode tornar-se incapaz de correr ou saltar, devido a atrofia muscular evidente
com predominio nos muasculos antigravitacionais e pela substituicdo do tecido
muscular por tecido adiposo e conjuntivo, fendbmeno que se manifesta como
pseudo-hipertrofia ¢223),

Proximo aos oito anos de idade as contraturas dos cordfes tendineos do

calcanhar e das faixas iliotibiais levam a marcha sobre artelhos. Entre 12 e 13 anos

ocorre perda da deambulacdo ¥*, que evolui para a utilizacdo de cadeiras de rodas.
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O sinal de Gowers é uma caracteristica marcante que denota suspeita da

DMD. Trata-se de uma manobra para se levantar que os portadores de DMD
realizam onde o paciente rola o corpo, ajoelha-se, apdia-se no chdo com a extensao
dos dois antebracos e levanta-se com dificuldade apds colocar as maos sobre os
joelhos ¥,
Os membros superiores sdo atingidos com a progressdo da doenca, bem
como o comprometimento progressivo dos musculos respiratérios que leva a
insuficiéncia respiratéria, complicacdo esta freqientemente presente nos estagios
mais avancados, e principal causa de morte da doenca ©®.

Através dos anos muitas intervenc¢des farmacoldgicas foram propostas como
tratamentos para DMD com o objetivo de diminuir a progressdo da fraqueza
muscular. Muitas substancias como alupurinol, vitamina E, selénio, bem como o
anorexigeno mazindol e inibidores de horménio do crescimento, os quais foram
ineficazes ou néo trouxeram beneficio significativo contra a progressdo da doenca.
No entanto, muito ainda tem se tentado identificar os componentes que melhoram
a funcdo e os aspectos morfolégicos da DMD 627,

Os pacientes acometidos por esta distrofia, a fim de minimizar complicacfes
utilizam terapia farmacolégica associada a terapia fisica. Uma série de estudos com
diferentes dosagens e duracfes de tratamentos tem demonstrado que a terapia
com glicocorticéides altera a histéria natural da DMD, retardando a necessidade da
utilizacdo de cadeira de rodas, pelo menos parcialmente, preservando a forca
muscular. Da mesma forma, a utilizacdo destes farmacos pode ainda retardar a
deterioracdo da funcdo muscular respiratéria 27?9 No entanto, o seu uso é ainda
controverso e ndo uniformemente recomendado. Na maioria dos estudos, a terapia
oral se inicia entre 5 e 15 anos de idade, com média de aproximadamente 8 anos
de idade ©9.

A Prednisona é o0 esterdide mais estudado na distrofia muscular de

Duchenne ©®®. O deflazacort, um oxazoline derivado da prednisona, mostrou ter

beneficio semelhante a prednisona. Meninos que receberam deflazacort mantiveram
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a deambulacdo por mais tempo com significante manutencdo da funcdo pulmonar
(29)'

Até o momento, os glicocorticbides sdo os Unicos farmacos para o
tratamento de DMD que determinam melhora substancial para estes pacientes ©®,
Dois estudos relatam efeitos benéficos no controle dos niveis de Ca** com a
utilizacdo de prednisolona, ao reduzir os niveis deste composto, diminui o influxo de
Ca®* nos musculos esqueléticos, provavelmente devido & diminuigdo no tamanho do
reticulo sarcoplasmatico, consequentemente atenuando a contracdo muscular e
aliviando os sintomas e a piora no quadro clinico dos pacientes ©% 3V, Este aumento
no influxo de Ca®" é causado pela perda de distrofina ou outros componentes do
complexo distrofina-glicoproteina que altera as propriedades fisico-quimicas do
sarcolema, permitindo a contracdo muscular. Esta perda de distrofina e aumento do
influxo de Ca®" resulta no inchaco das mitocoéndrias, e caso este processo ndo seja
revertido, ocorre ruptura destas mitocdndrias, podendo causar necrose e/ou
apoptose das células musculares ©2.

Estudos anteriores demonstraram ainda que os glicocorticéides podem
aliviar os sintomas da distrofia devido a estimulacdo da utrofina (utrophin- gene
humano encontrado em abundéncia na DMD) nas fibras musculares esqueléticas.
Neste contexto, a autoregulacdo de utrofina representa uma estratégia terapéutica
interessante para a DMD, pois € um homdlogo autosomal da distrofina, proteina
que estd em quantidade reduzida nas fibras musculares da DMD, deste modo, a
utrofina poderia compensar a auséncia da distrofina ou ainda reduzir a presenca
das células T CD8, as quais apresentam efeitos citotéxicos 2.

O mecanismo pelo qual os pacientes se beneficiam com o tratamento dos
glicocorticéides nao esta totalmente compreendido, porém, os pacientes que fazem
uso de drogas desta classe farmacoldgica apresentaram atraso na progressao da

fraqueza muscular e permaneceram em ambulatérios por um periodo menor de sua

vida (?2:33)
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Apesar da promessa dos glicocorticoides como uma terapia eficaz para
combater a distrofia muscular de Duchenne, os efeitos adversos das drogas tem
limitado o uso generalizado desta droga, principalmente em criangas, 0s mais
acometidos pela doenca “¢”.

Pradhan S et al (2006), utilizaram glicocorticéides de varias doses e periodos
de tratamentos em pacientes acometidos pela DMD, sendo que, mesmo em doses
diferentes, foram observadas melhoras significantes, porém, sem consenso sobre o
esquema terapéutico mais adequado. Ainda neste estudo, mais da metade dos
pacientes submetidos a terapia por glicocorticéides foram retirados do estudo por
apresentar reacdes adversas como: infec¢cbes de garganta e pulmdes, tuberculose
pulmonar, sarampo, obesidade e alto nimero de leucécitos nas contagens ©%.

Em outro estudo envolvendo pacientes com DMD, foi encontrada ligacdo do
uso de glicocorticéides com uremia, acidose, diabetes mellitus (devido a resisténcia
muscular a insulina, causando hiperglicemia e perda de massa muscular),
septicemia e inani¢do, além de distrofia muscular, os quais tem demonstrado
efeitos na diminuicdo da sintese de proteinas e na estimulacdo da degradacdo de
proteinas no musculo G529
Contudo, enquanto os portadores desta doenca aguardam beneficios desta

terapia, deve-se ter cautela no seu uso a longo prazo devido aos efeitos

secundarios indesejaveis destes farmacos.

Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica e as implicacbes do uso de

glicocorticdides

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é uma doenca considerada
como uma combinacdo fisiopatolégica, abrangendo enfisema e bronquite crbnica,
caracterizada pela limitacdo progressiva do fluxo aéreo pulmonar associada a

resposta inflamatdria anormal dos pulmdes as particulas nocivas ou a alguns gases,
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caracterizada pelo aumento no nimero de macrofagos, neutréfilos e linfocitos,
sendo observados eventos apoptéticos anormais em fumantes e no enfisema
pulmonar ©7.

Os principais sintomas relacionados na DPOC sdo: tosse diaria ou
intermitente que pode preceder a dispnéia ou aparecer simultaneamente a ela. Os
pacientes geralmente apresentam intolerancia ao exercicio devido a fadiga e
dispnéia limitante. Estes sintomas sdo os principais determinantes da reducédo do
desempenho nas atividades de vida diaria, no trabalho e na qualidade de vida
relacionada a saldde, e constituem a fundamentacdo Obvia da indicacdo de
programas de reabilitacdo pulmonar ©®.

O mecanismo que melhor explica a dispnéia se deve a inflamacao crdnica
das vias aéreas, a qual se manifesta pelo edema, hipertrofia do musculo liso e
muco na via aérea, reduzindo o calibre da por¢cao condutora do ar, limitando o fluxo
expiratorio, conduzindo a hiperinsuflagdo dindmica, o que resulta no aumento do
trabalho ventilatério e maior sensacédo de desconforto respiratério ©®.

O tratamento farmacolégico, pelo seu potencial de levar a melhora da
dispnéia percebida pelo paciente, € um dos temas mais importantes no manejo
clinico da DPOC. Atualmente, o tratamento proposto para os pacientes DPOC inicia-
se com a cessacdo do fumo, sendo posteriormente iniciada a utilizacdo de drogas
broncodilatadoras e corticéides inalatérios G,

Segundo as diretrizes do GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease) 2007, recomenda-se a utilizagdo dos farmacos em forma ascendente
(step up), iniciando, se necessario com broncodilatadores de curta duracado, para o
uso continuo de um broncodilatador de longa duracdo e posterior acréscimo de
corticéide inalatério ©®.

Além da inflamacdo das vias aéreas e destruicdo do parénquima pulmonar
que constituem o foco primario da doenca, as repercussdes no estado geral da

salde que se manifestam de forma sistémica reforcam a necessidade de

abordagem multidimensional que contemple ndo apenas o sitio pulmonar ©®,
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E bem estabelecido que a inflamac&o sistémica esteja associada com varias
complicacdes em pacientes com DPOC, incluindo a perda de peso, disfuncdo do
musculo esquelético, caquexia, osteoporose, depressdao, anemia normocitica e
doencas cardiovasculares ©49,

A administracdo de corticéides para o tratamento das exacerbacdes da DPOC
ja foi amplamente difundido muito antes de grandes evidéncias em sua utilizacao
nesta doenca. A administracdo de corticéide, seja inalatéria, oral ou Intravenosa
(IV), mostrou-se eficaz em diferentes estadgios de gravidade da DPOC com
melhorias no VEF; de até 3 vezes quando comparado com individuos utilizando

placebo 142

, porém as diretrizes atuais sugerem que a via oral de administracéo
deve ser preferivel no tratamento de exacerbagdes de DPOC, pelo fato de ser mais
conveniente e de menor custo. Em alguns paises, rotineiramente utilizaram-se
glicocorticéides pela via IV pelo menos inicialmente, devido sua biodisponibilidade
de 100% “3,

Estudos realizados por Singh JM et al (2002) e Cazzola et al (2007),
demonstraram uma reducdo na frequéncia das exacerbac¢des agudas e na taxa de
declinio no estado de saude apés a utilizacdo de diferentes doses de corticoides
inalatorios (ICS). A dose utilizada nos pacientes DPOC, no intuito de uma melhora
no quadro clinico, permanece ainda controversa, sendo utilizada uma ampla
variedade de dosagens e regimes farmacolégicos diferentes para o tratamento
(39,41).

A terapia inalatoria tem papel central no tratamento de pacientes com
DPOC, pois pode minimizar ou evitar muitos efeitos colaterais indesejaveis
causados pela corticoterapia oral. Entretanto sua utilizacdo requer um treinamento
supervisionado e continuo, a fim de evitar erros de administracdo e
conseqilientemente, falha terapéutica ou maiores reacdes adversas “?.

As reacOes adversas da terapia sistémica de glicocorticéides podem ser

divididas em reversiveis, que incluem diabetes mellitus, hipertensdo, obesidade e
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alteracbes na pele; e irreversiveis, como a miopatia induzida por esteréides em
altas doses ou em tratamentos de longa duracdo “%4V.

Os corticdides causam uma miopatia caracterizada pela diminuicdo no
tamanho das fibras musculares, ou seja, atrofia preferencial das fibras do tipo Il, as
de contracdo rapida, com menos impacto nas fibras do tipo I. A miopatia ocorre
devido a reducdo da sintese e aumento na degradacdo de proteinas, culminando

assim em atrofia muscular “9.

Especificamente, o corticosterdide altera a
microestrutura muscular reduzindo proteinas contrateis, aumentando a quebra de
proteina pelo baixo fator de regulacdo dos fatores de crescimento, reduzindo a
atividade glicolitica, e permitindo a atrofia do sarcémero e das fibras do tipo 11 €.

Schakman O et al (2008), sugerem também que os glicocorticoides
estimulam a producdo de miostatina pelo musculo. A miostatina € um fator de
crescimento que inibe o desenvolvimento de massa muscular e desregula a
proliferacdo e diferenciacdo de células satélites alterando a sintese de proteinas,
contribuindo para a atrofia e fraqueza muscular comumente encontrada em
pacientes com DPOC ¥,

Estas condi¢des catabdlicas estdo associadas com o hipercortisolismo, que
por sua vez, desempenha um papel importante na atrofia mudsculo-esquelética. A
administracdo de doses elevadas de glicocorticéides induz a degradacdo de
proteinas, mediada principalmente pela ativacdo da ubiquitina-proteosoma e pelas
vias lisossomais e inibe também a acdo do RU486, um antagonista do receptor de
glicocorticoides, que reduz a perda de massa muscular %,

No entanto, além da miopatia induzida pelos esteréides, diferentes estudos
fornecem evidéncias de que fatores associados como o descondicionamento,
hipoxia sistémica e/ou hipercapnia, deplecdo nutricional, alteracdes induzidas pela
idade, disfuncdo hormonal e inflamacéo sistémica “*> *® determinam a etiologia da
sindrome da disfuncédo muscular esquelética ©7*®. Tal sindrome é caracterizada por

atrofia (sarcopenia), perda de forgca e poténcia musculares, constituindo num fator
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relevante para explicar a reducdo da tolerancia ao exercicio, qualidade de vida,
utilizacdo dos servicos de saude e sobrevida em pacientes com DPOC “®.

H4 também relatos de complica¢bes clinicas, como a osteoporose e fraturas
associadas a tratamentos a longo prazo de corticosteréides orais “**”, Metade dos
pacientes que recebem esta terapia de forma continua, podem sofrer fraturas,
mesmo com o uso de corticéides inalatorios. Num estudo caso-controle envolvendo
1235 pacientes DPOC, foram encontrados um maior risco de fraturas somente com
maiores doses de ICS “?.

Varios mediadores estdo envolvidos nas reacBes adversas dos
glicocorticéides, os quais sdo promissores para futuras abordagens terapéuticas no
intuito de evitar a atrofia e fraqueza muscular periférica, minimizando assim os

efeitos deletérios nos pacientes DPOC que utilizam estes medicamentos.

CONSIDERACOES FINAIS

A presente revisédo reforca a grande aplicabilidade clinica dos glicocorticéides
em Duchenne e DPOC como agentes antiinflamatérios e imunomoduladores que
promovem, em ultima andlise, uma melhora na qualidade de vida. Entretanto seus
efeitos adversos, principalmente aqueles relacionados a musculatura esquelética,
podem limitar seu uso ou determinar repercussdes importantes nestes pacientes.

Desta forma a compreensdo das modificacdes promovidas por estes
farmacos fornecem subsidios de como as intervencgdes fisicas destinadas a
portadores de DPOC ou distrofia muscular de Duchene podem sofrer interferéncia

dos efeitos terapéuticos ou adversos do uso crdonico dos corticosterdides, os quais

podem alterar marcadamente o curso da doenca e o processo de reabilitacéo.
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Efeito da prednisolona sobre o didmetro alveolar de ratos com enfisema elastase induzido
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Contextualiza¢io: Os glicocorticdides sintéticos so usados terapeuticamente de forma eficaz para
uma ampla variedade de condigdes que exigem modulago imunologica ou inflamatoria, incluindo
asma e enfisema pulmonar, porém os efeitos terapéuticos e a completa compreensdo dos
mecanismos farmacolégicos ligados & sua ago ainda encontram-se obscuros. Objetivo: Avaliar a
acdo protetora da prednisolona na destruigdo estrutural alveolar no enfisema elastase induzido em
ratos. 0 Método: Vinte ¢ seis ratos machos, divididos em 4 grupos: C=controle (N=8), E=enfisema
(N=7), P=prednisolona (N=6) e EP=Enfisema + prednisolona (N=5). Os grupos C ¢ P receberam
instilagdio intratraqueal de 0,2 ml de solugdo salina e os grupos E e EP receberam instilagfio de 0,2
ml de elastase pancreética para indugdo do enfisema. Foi administrado prednisolona (5mg/Kg) nos
grupos P e EP e veiculo (CMC) nos grupos C e E. As administragdes foram realizadas em dose
Ginica didria, por gavagem durante 24 dias, apés o sacrificio, os pulmdes retirados para analise. Para
determinar o didmetro alveolar, os cortes pulmonares foram corados por HE e analisados pelo
calculo da média do intercepto linear alveolar (Lm). Resultados: Os valores obtidos através do Lm
para avaliagdo do tecido pulmonar foram: C (83,3+5,4), E (70,8+6,0), P (77,2+7,1), EP (70,6+9,8).
Os resultados demonstraram semelhanga estatistica na média do intercepto linear (Lm) do grupo
enfisema tratado com prednisolona, quando comparado ao grupo enfisema. Conclusdo: Apesar do
amplo uso clinico dos glicocorticéides em doengas respiratdrias, néo foi observado efeito protetor
direto sobre a reducdio do didmetro alveolar dos animais enfisematosos tratados.

Palavras-chave: glicocorticoides; DPOC; enfisema pulmonar.
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EFFECTS OF ATOVASTATIN ON ALVEOLAR DIAMETER OF RATS WITH
ELASTASE-INDUCED EMPHYSEMA.
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Introduction and objective: Recent studies using statins show pleiotropic effects, such
as anti-inflammatory activity, which could reduce the destructive effects of chronic
inflammation related to pulmonary emphysema. This study evaluated the protective
action of atorvastatin in the destruction of alveolar structure in elastase-induced
emphysema in rats.

Materials and methods: We used 29 male rats divided into 4 groups: C = control (N =
8), E = emphysema (N = 7), A = atorvastatin (N = 7) and EA = Emphysema +
atorvastatin (N = 7). Groups C and A received intratracheal instillation of 0.2 ml of
saline and groups E and EA were instilled with 0.2 ml of pancreatic elastase (2mg/Kg)
to induce emphysema. Groups A and EA were administered atorvastatin (20mg/kg) and
groups C and E received a vehicle (carboxymethylcellulose). Administrations were
performed once daily by gavage for 24 days. After this period of treatment, the animals
were sacrificed and lungs removed for analysis. Lung slices were stained with
hematoxylin and eosin and the alveolar destruction analyzed by calculating the mean
linear intercept of alveolar (LM) in order to determine the alveolar diameter.

Results and Conclusion: Data obtained for LM were: C (75.8 + 4.9), E (66.4 £ 8.2), A
(71 £ 5.4), EA (72.3 £ 9.3). According to these results, we observed a significant LM
increase in the emphysema groups treated with atorvastatin, when compared with the
other groups, demonstrating less alveolar destruction and a possible protective activity
that could represent an eventual therapeutic alternative for pulmonary emphysema
treatment.

Supported By: Nove de Julho University.
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5. ANEXO
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