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Resumo

Silva MP. Efeitos da imunossupressdo sobre a depuragdo mucociliar de ratos:
comparagdo entre dois esquemas de terapia triplice [tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2016.

INTRODUCAQO: O transplante de pulm&o é a principal modalidade terapéutica
para pacientes com doenga pulmonar incapacitante, progressiva e em estagio
final. Apesar dos inumeros progressos que tém sido obtidos em varios aspectos
da cirurgia de transplante, a expectativa de vida dos pacientes ainda é baixa,
sendo que as complicag¢des infecciosas, principalmente as respiratérias, estao
entre as causas mais comuns de morbidade e mortalidade ap6s o transplante
de pulmao. Varios estudos relatam que apds o transplante pulmonar ocorre a
diminuicdo do transporte mucociliar e da frequéncia do batimento ciliar, bem
como o aumento da rigidez do muco, sugerindo uma associagdo com o uso de
drogas imunossupressoras. Embora essas drogas sejam imprescindiveis para
o controle da rejeicdo do enxerto, sérias complicagbes podem ocorrer como
resultado do seu uso cronico. Dessa forma, a investigagdo dos efeitos tdxicos
das drogas imunossupressoras sobre o epitélio respiratério é de suma
importdncia. No presente estudo, visamos comparar os efeitos dos dois
principais esquemas de terapia triplice utilizados na pratica clinica. Nossa
hipétese é que diferentes terapias podem ter efeitos diversos sobre a
depuragédo mucociliar das vias aéreas desempenhando um papel importante no
desenvolvimento das infecgbes respiratérias observadas apo6s o transplante
pulmonar. METODOS: Noventa ratos foram distribuidos igualmente em 3
grupos (n=30 cada): Controle = veiculo; Terapia | = tacrolimus + micofenolato +
prednisona; Terapia Il = ciclosporina + azatioprina + prednisona. Apos 7, 15 ou
30 dias de tratamento diario por gavagem, os animais foram eutanasiados e os
seguintes parametros estudados: transportabilidade do muco in vitro,
frequéncia de batimento ciliar in situ, velocidade de transporte mucociliar in situ,
producdo de muco neutro e acido e contagem de células inflamatérias no
lavado broncoalveolar e no tecido pulmonar. RESULTADOS: Houve uma
diminuicéo significativa da frequéncia de batimento ciliar, da velocidade de
transporte mucociliar, e da produ¢do de muco neutro em todos os animais
imunossuprimidos; além disso, ambas as terapias, principalmente a TI,
causaram um aumento na produ¢do de muco acido nos tempos estudados.
CONCLUSOES: As duas terapias triplices testadas prejudicaram a depuracéo
mucociliar das vias aéreas de ratos, sendo que a terapia | teve um efeito mais
deletério.

Descritores: efeitos fisioldgicos de drogas; depuracdo mucociliar; combinacao
de medicamentos; transplante de pulmdo; imunossupressores; mucosa
respiratéria; ratos Wistar.



Abstract

Silva MP. Effects of immunosuppression on mucociliary clearance of rats:
comparison between two ftriple therapy regimens [Thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2016.

INTRODUCTION: Lung transplantation is the main therapeutic modality for
patients with end stage and progressive lung disease. Despite the many
advances that have been obtained in various aspects of transplant surgery, the
life expectancy of patients is still low. Infectious complications, especially
respiratory, are among the most common causes of morbidity and mortality after
lung transplantation. Several studies have reported a decrease in mucociliary
transport and ciliary beat frequency, as well as increased mucus stiffness after
lung transplantation, suggesting an association between these effects with the
use of immunosuppressive agents. Although these drugs are essential for the
control of graft rejection, serious complications can occur as a result of their
chronic use. Thus, the investigation of the toxic effects of immunosuppressive
drugs on the respiratory epithelium is of greatest importance. In this study, we
aim to compare the effects of two main triple therapy regimens used in clinical
practice. We hypothesized that different triple therapies could have different
effects on airway mucociliary clearance, playing an important role in respiratory
infections observed after lung transplantation. METHODS: Ninety rats were
assigned to three groups (n = 30 each): control = vehicle, therapy | = tacrolimus
+ mycophenolate + prednisone, and therapy Il = cyclosporine + azathioprine +
prednisone. After 7, 15, or 30 days of treatment by gavage, the animals were
killed and the following parameters were studied: mucus transportability in vitro,
ciliary beating frequency in situ, mucociliary transport velocity in situ, neutral
and acid mucus production, and inflammatory cell counts in bronchoalveolar
lavage and lung tissue. RESULTS: There was a significant decrease in ciliary
beating frequency, mucociliary transport velocity, and neutral mucus production
in all immunosuppressed animals; indeed, both therapies, mainly therapy 1,
caused an increase in acid mucus production in all studied periods.
CONCLUSIONS: Both triple therapies impaired airway mucociliary clearance of
rats, but therapy 1 had a more deleterious effect.

Descriptors: physiological effects of drugs; mucociliary clearance; drug
combinations; lung transplantation; immunosupressive agents; respiratory
mucosa; rats, Wistar.



1 INTRODUCAO




1. Introducao

O transplante de pulmao €, hoje, a principal modalidade terapéutica para
pacientes com doenga pulmonar incapacitante, progressiva e em estagio final,
dentre as quais se destacam: doenca pulmonar obstrutiva crénica, hipertenséo

pulmonar, fibrose pulmonar e fibrose cistica (Christie et al., 2010).

Apesar dos inumeros progressos que tém sido obtidos em varios
aspectos da cirurgia de transplante, como uma melhor abordagem do doador,
uma preservacao mais cuidadosa do enxerto, uma técnica operatéria mais
precisa e um manuseio da imunossupressdo mais especifico, a expectativa de
vida dos transplantados de pulméo ainda é baixa, principalmente se comparada
com a de outros transplantes, como de coragéo, figado e rim. Isso se deve, em
parte, a complexidade anatémica e funcional do pulm&o, além de ser mais
suscetivel a rejeicdo e desenvolver, com facilidade, lesdo de isquemia e

reperfusao (Pierson, 2006).

O tecido pulmonar € constantemente exposto a diferentes tipos de
agentes nocivos que entram em contato direto com a mucosa respiratéria,
como microorganismos e poluentes atmosféricos (Macchione et al., 1995). O
aparelho mucociliar, presente nas vias aéreas, tem como principal funcéo a
remocado de particulas ou substéncias potencialmente agressivas ao trato
respiratorio, por meio do transporte do muco pelos cilios, ou, alternativamente,
pela tosse e espirro (Macchione et al., 1995). Porém, deve-se ressaltar que o
batimento ciliar € extremamente influenciado e dependente das propriedades

viscoelasticas e de transporte do muco respiratério (Trindade et al., 2007).



Varios estudos relatam que apo6s o transplante ocorre a diminuicdo do
transporte mucociliar e da frequéncia do batimento ciliar, bem como o aumento
da rigidez do muco, associado ou ndo ao uso de drogas imunossupressoras

(Newhouse et al., 1987; Shankar et al., 1991).

No inicio, os protocolos de imunossupressdo apos o transplante eram
mais restritos e muitas vezes limitados a administracdo empirica e né&o
monitorada de azatioprina e prednisona (Ellenhorn et al., 1990). A introdugéo
recente de multiplas drogas levou ao sucesso alcangado no transplante da
maioria dos érgéos solidos, com efeitos mais especificos e monitorados (Dong

et al., 1999).

O esquema classico de imunossupressdo empregado apos o transplante
€ constituido de trés drogas: ciclosporina, azatioprina e prednisona.
Atualmente, existe uma tendéncia ao uso de tacrolimus, micofenolato de mofetil
e prednisona (Christie et al., 2010). Diversos trabalhos apontam para melhores
resultados com o uso dessas drogas quando comparadas ao esquema classico
(Griffith et al., 1994; Gerbase et al., 2001; Zuckermann et al., 2003;

Kobashigawa et al., 2006; Fan et al., 2009 e Halloran et al., 2011).

Estudos preliminares sugerem que a combinagdo entre tacrolimus e
micofenolato de mofetil diminui a taxa de rejeicao aguda e ha melhora na
funcdo pulmonar em longo prazo (Gerbase et al., 2001; Kobashigawa et al.,
2006). Halloran et al.(2011) mostraram que administragdo de tacrolimus e
micofenolato de mofetil, ao invés de azatioprina, parece ser mais eficaz em
pacientes com disfungao precoce do enxerto. Além disso, um estudo mostrou

uma maior eficacia da imunossupressdo com tacrolimus do que com



ciclosporina em pacientes com bronquiolite obliterante pods transplante

pulmonar (Griffith et al., 1994).

Embora essas drogas sejam imprescindiveis para o controle da rejeigcao
do enxerto, sérias complicagdes podem ocorrer como resultado do seu uso
cronico, como neoplasia, neuro e hepatotoxicidade, insuficiéncia renal,
trombocitopenia, hipertenséo e infec¢des, entre outras (Speich e van der Bij,

2001; Pazetti et al., 2013).

As complicacdes infecciosas estdo entre as causas mais comuns de
morbidade e mortalidade apds o transplante de pulmao, correspondendo a
35,3% das causas de morte entre 31 dias e 1 ano no pds-operatério; € ao
menos 65% das infecgbes envolvem o trato respiratério (Taylor e Palmer,

2006).

Dessa forma, a investigacdo dos efeitos téxicos das drogas
imunossupressoras sobre o epitélio respiratério das vias aéreas € de suma
importancia. No entanto, sdo escassos os estudos na literatura com esse

objetivo.

Todas as drogas que compdem os dois principais esquemas de terapia
triplice ja foram testadas isoladamente em nosso laboratério e mostraram
possuir efeitos diversos sobre os componentes do aparelho mucociliar (Pazetti
et al., 2007; Xavier et al., 2007; Pazetti et al., 2008; Pego-Fernandes et al.,

2008; Paes e Silva et al., 2011; Braga et al., 2012).

No presente estudo, visamos investigar a acdo dessas mesmas drogas
quando administradas em conjunto, conforme os dois principais esquemas de

terapia triplice utilizados na pratica clinica.



2 OBJETIVOS




2. Objetivos

Principal:

Avaliar o sistema mucociliar traqueobrénquico de ratos submetidos a
dois esquemas de terapia triplice imunossupressora quanto aos seguintes

parametros:
a) frequéncia de batimento ciliar in situ;
b) velocidade de transporte mucociliar in situ;
c) transportabilidade do muco in vitro;

d) produgdo de muco neutro e acido pelas células caliciformes.

Secundarios:

1. Avaliar a presenca de células inflamatérias no lavado broncoalveolar e

no parénquima pulmonar.

2. Avaliar a proliferacdo e a apoptose de células inflamatérias no

parénquima pulmonar.



3 REVISAO DA LITERATURA




3. Revisao da literatura

3.1 Transplante pulmonar

O transplante pulmonar é indicado aos pacientes com pneumopatias que
esgotam o0s recursos terapéuticos clinicos convencionais sem resultados
satisfatérios (Studer et al., 2004; Miranda et al., 2005). As doengas pulmonares
mais comuns observadas nos candidatos a transplante s&o: doenca pulmonar
obstrutiva crénica, fibrose pulmonar idiopatica, fibrose cistica e hipertenséo

pulmonar idiopatica (Christie et al., 2010).

Historicamente, o fisiologista russo Vladimir Demikhov foi o primeiro a
realizar, de maneira experimental, em 1947, varias modalidades de transplante
intratoracico em cées: coragdo; coragao e lobo de um pulméo; coragdo e
pulmao; e pulmdes (Mendeloff, 2002). Logo a seguir, na Franca, Henri Metras
publicou o primeiro trabalho sobre a técnica de transplante pulmonar em caes e
estabeleceu o principio técnico da anastomose da veia pulmonar realizada com

o atrio esquerdo, o que € adotado até hoje (Metras, 1950).

No ano de 1954, nos Estados Unidos, Hardy et al. (1963), utilizando
modelos experimentais de transplante pulmonar em cées, relataram que a
deterioragdo funcional do enxerto levava a morte do animal receptor em

aproximadamente sete dias, atribuindo esse resultado a rejeigdo.

Hardy, em 1963, na Universidade do Mississipi realizou o primeiro
transplante de pulmdo em humanos. O paciente do sexo masculino, com 58
anos, sobreviveu por 18 dias e sua morte foi atribuida a insuficiéncia renal e

desnutrigé&o.



No inicio da década de 1980, o Dr. Joel Cooper realizou o primeiro
transplante isolado de pulmé&o (unilateral) da “era pds-ciclosporina”, em
novembro de 1983. Tratava-se de um homem de 53 anos portador de fibrose
pulmonar idiopatica. Recebeu alta na sexta semana e viveu por mais 6 anos
ap6s o transplante, limitado devido a insuficiéncia renal causada pela
ciclosporina. O sucesso foi atribuido a selegcéo cuidadosa do paciente e ao uso
de ciclosporina para proteger e melhorar a cicatrizagdo da anastomose
brénquica (Cooper et al., 1987). Com essa droga imunossupressora houve
beneficios para o sucesso das cirurgias de transplantes, aumentando a taxa de

sobrevida logo no primeiro ano (Dong et al., 1999; Fan et al., 2009).

No Brasil, os primeiros transplantes pulmonares foram realizados em
Porto Alegre, em 1989 (Camargo et al.,1990) e em Sao Paulo, no ano de 1990
(Forte et al.,, 1991). Nos Uultimos anos, tem-se observado um aumento
expressivo ndo s6 no numero de transplantes realizados, como também na
qualidade dos resultados obtidos no cenario nacional, com indices de
sobrevida no 1°. e 5° ano poés-transplante proximos aos obtidos pelos

principais centros de transplante do mundo (Jatene et al., 2009).

Segundo os dados do Registro Brasileiro de Transplante (RBT), em
2014 foram catalogados 600 transplantes pulmonares, dos quais 264 foram
bilaterais e 294 foram unilaterais, sendo a maior parte realizada nos estados de
Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Ceara, e uma menor propor¢gdo em Minas

Gerais.

Ja a Sociedade Internacional de Transplante de Coracdo e Pulmao

(ISHLT, sigla do nome em inglés) publicou resultados de mais de 32.000
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transplantes de pulmao realizados em 223 centros espalhados pelo mundo,
mostrando que a sobrevida tem melhorado ao longo das décadas devido aos
avancos nas solugdes de preservacao de 6rgaos, nas técnicas cirurgicas, no
manejo pés-operatério intensivo, no controle e tratamento das infeccbes e nos

esquemas de imunossupressao (Christie et al., 2010).

Apesar dos avancos, alguns fatores limitam o sucesso do transplante
pulmonar como opc¢éo terapéutica, como a escassez de O0rgaos viaveis para o
transplante, dificuldades na preservagdo do 6Orgdo, alta mortalidade dos
pacientes na fila de espera e baixa sobrevida dos transplantados, em
comparagdo ao transplante de outros 6érgdos solidos (Jatene e Pégo-

Fernandes, 2008; Pégo-Fernandes et al., 2008).

A sobrevida média, para os receptores, € de aproximadamente 88% nos
primeiros 3 meses, 79% em 1 ano, 63% em 3 anos, 52% em 5 anos e 29% em
10 anos (Christie et al., 2010). Em pacientes com doenca supurativa, que
apresentam no periodo pré-transplante uma colonizagdo em vias aéreas, as
pneumonias bacterianas (P. aeruginosa em 33%) sdo comuns no periodo pos-

transplante (Chaparro et al. 2001).

ApOs o primeiro ano, as principais causas de morte s&o devido a
bronquiolite obliterante, representando a forma de rejeicdo cronica, e as
infeccbes ndo associadas ao citomegalovirus. Entre outras mais tardias,
destacam-se as causas de morte por neoplasia e por doengas cardiovasculares

(Hertz et al., 2008).

A sindrome de bronquiolite obliterante continua a ser o maior obstaculo

para uma melhor sobrevida em longo prazo. Com efeito, a sindrome



11

desenvolvida dentro de 5 anos de transplante atinge aproximadamente 40%
dos receptores, e a média de sobrevida apdés o inicio da sindrome de

bronquiolite obliterante € de aproximadamente 3 anos (Christie et al., 2010).

Independentemente do centro transplantador, nacional ou internacional,
em geral, a principal causa de morte no primeiro més pos-transplante é a
infeccéo (Christie et al., 2010). Dentre os varios fatores que podem aumentar o
risco do desenvolvimento de infecgcbes nesses pacientes, além da
imunossupresséo propriamente dita, estdo as alteragbes do aparelho
mucociliar provocadas pelo procedimento cirurgico, que o impedem de proteger
e depurar a via aérea de maneira eficiente (Griffith et al., 1994; Crawford, 1995;

Herrera et al., 2001).

3.2 Sistema respiratorio

O sistema respiratorio estd dividido em porgcao condutora e de troca
gasosa; a primeira € responsavel por receber e conduzir o ar do meio externo
para o interior dos alvéolos pulmonares, a porgdo de troca propriamente dita. A
medida que o ar avanga ao longo das vias aéreas durante a inspiragao,
encontra um sistema ramificado de tubulos que vai desde a traqueia até os
bronquiolos terminais. Essas estruturas sao responsaveis por transportar, filtrar,
umedecer e aquecer o ar inspirado antes que ele alcance os alvéolos
pulmonares. Desta forma, a por¢do condutora funciona na primeira linha de

defesa do sistema respiratério (Saldiva et al., 2011).

A maior parte da por¢cdo condutora é revestida por epitélio ciliado

pseudo-estratificado colunar com muitas células caliciformes (Junqueira e
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Carneiro, 2008) (Figura 1). O epitélio respiratorio tem varias fun¢des, dentre
elas, a manutengéo da permeabilidade das vias aéreas, permitindo a condug¢éao
adequada de ar entre o meio ambiente e os alvéolos (Qu et al., 2005), e a
defesa do sistema respiratério, pela acdo da depuragdo mucociliar

(Houtmeyers et al., 1999).
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Fonte: Junqueira e Carneiro, 2008.
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Figura 1 - Fotomicrografia do epitélio respiratério destacando as células ciliadas
e as células caliciformes.

3.2.1 Cilios

Cada célula ciliada possui cerca de 200 cilios em sua superficie apical,
ou seja, aproximadamente dois milhdes de cilios por centimetro quadrado de
superficie de mucosa, os quais podem variar com a idade e a posi¢do no trato
respiratério, com maior concentracdo na traqueia e em brénquios pré-

segmentares (Moreira e Andrade, 2008).
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Os cilios sao constituidos por projecbes microtubulares que partem de
um corpo basal, imersas em citoplasma e envolvidas por membrana celular
(Satir e Christensen, 2007). Cada conjunto de nove pares periféricos e um par
central de microtubulos forma o axonema de cilios. Os pares periféricos séo
conectados aos pares vizinhos por dois bragos de dineina, um interno e outro
externo e conectado ao par central, também por meio de proteinas contrateis
(Figura 2). A conexao entre os microtibulos centrais e periféricos, através dos
bracos internos e externos, mediada por ATP, provoca o deslocamento dos
cilios e consequentemente o batimento ciliar. Em condigbes normais, os cilios
do epitélio respiratério movem-se a uma frequéncia aproximada de 10 a 20 Hz
(Lund, 1996; Pazetti et al., 2007; Satir e Christensen, 2007; Trindade et al.,

2007; Saldiva et al., 2011) (Figura 3).

Braco
dineina

Fonte: Saldiva et al., 2011.

Figura 2 - Diagrama da secgéo transversal de um cilio do epitélio respiratorio,
mostrando os nove pares de microtubulos e os bracos de dineina e nexina.
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Fonte: http://cigarro.med.br

Figura 3 - Microscopia eletrbnica de células epiteliais e cilios em movimento.

O ciclo de batimento ciliar é dividido em duas fases: batimento efetivo e
recuperagdo. Durante o batimento efetivo, o cilio se estende e penetra
parcialmente na epifase gel seguindo rapido e perpendicularmente para a
superficie celular. Neste momento, descreve um arco que proporciona o
estimulo mecanico para a movimentagdo da camada de muco sentido a
orofaringe. Na recuperagédo, o cilio dobra-se lateralmente voltando a sua
posicao original. Na fase de recuperacéo, sua velocidade é duas vezes menor
que a do batimento efetivo, além disso, ndo entra em contato com a epifase
gel, diminuindo ao maximo o movimento retrégrado do muco (Satir e Sleigh,
1990; Macchione et al., 1995) (Figura 4). Existe na literatura evidéncia de que o
batimento dos cilios possa simplesmente ser realizado no sentido antero-
posterior, ao contrario da teoria que os cilios se dobram lateralmente na fase de

recuperacgéao (Chilvers et al., 2003).
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Fonte: Nakagawa et al., 2006.
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Penetracao
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Figura 4 - Desenho esquematico do transporte mucociliar com apresentagao
das camadas de muco (gel e sol), cilios, zona de penetracdo dos cilios na
camada gel do muco, e diregdo do movimento ciliar para regido de orofaringe.

Alteragdes ultraestruturais dos cilios, como auséncia dos bragos internos
ou externos de dineina, delecdo ou transposicdo de pares de microtubulos
centrais ou periféricos, produzem alteragbes significativas na frequéncia e
padrao do batimento ciliar, as quais geram estase de secrec¢bes e infec¢des
respiratorias de repeticdo, a exemplo das discinesias ciliares primarias

(Chilvers et al., 2003).

O batimento ciliar €& extremante influenciado e dependente das
propriedades viscoelasticas e de transporte do muco respiratério. O tapete que
reveste o epitélio ciliado é composto pelo muco respiratério e fluido periciliar

(Lund, 1996).
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3.2.2 Células secretoras

As células secretoras sao de trés tipos: serosas, mucosas e de Clara
(Figura 5). As células mucosas produzem diferentes tipos de glicoproteinas
(acidas e neutras) e sao responsaveis pela parte viscosa do muco, enquanto as
células serosas produzem uma secre¢do mais fluida e sdo responsaveis pela
producgéo do fluido periciliar (fase sol) secretando enzimas importantes para a
acéo antimicrobiana, como a lisozima (Saldiva, 1990). Ja as células de Clara
sdo mais encontradas nos bronquiolos e alvéolos e produzem o liquido

surfactante (Negri et al., 1987).

Fonte: www.mundoeducacao.com.br.

Figura 5 - Microscopia Optica do epitélio pseudoestratificado traqueal com
marcagao de uma célula secretora.

3.2.3 Muco

O muco respiratorio produzido nas vias aéreas forma um filme de
secre¢do que cobre quase a totalidade das vias aéreas de condug¢do. Exercem

fungdes de: lubrificar e umedecer a superficie das vias condutoras; proteger o
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epitélio contra agentes exdégenos; promover um ambiente adequado para ao
batimento ciliar e diminuir a tensdo superficial nas pequenas vias aéreas

(Saldiva, 1990).

O muco produzido pelas glandulas mistas e pelas células caliciformes
prende os microrganismos e particulas inertes, ocorrendo o seu deslocamento
ao longo da superficie epitelial em direcdo a faringe, pelo batimento ciliar

(Junqueira e Carneiro, 2008).

O muco respiratorio € uma mistura complexa de diferentes secrecdes
que formam um polimero hidrofilico com propriedades viscoelasticas que
recobre as vias aéreas. E constituido por aproximadamente 95% de agua e 5%
de substéncias organicas (aminoacidos, proteinas, glicoproteinas e lipideos) e
eletrélitos como Na+, K+, Mg+ e Ca+, sendo as principais proteinas do muco:
albumina, lactoferrina, glicoproteinas, lisozimas e imunoglobulinas (Macchione

et al., 1998).

O componente principal da matriz sdo as mucinas, macromoléculas
bastante heterogéneas, compostas de agucares e proteinas e secretadas por
células mucosas do epitélio e das glandulas submucosas (Knowles e Boucher,
2002; Rogers, 2007). Além das mucinas, estdo presentes proteoglicanos,
lipideos, substancias antioxidantes, proteases, antiproteases, tampdes,
lisozima, peroxidase, lactoferrina, antileucoproteases, albumina, DNA, actina

(Lorenzi-Filho, 1993; Wanner et al., 1996).

Sao as mucinas que promovem a adesdo dos agentes agressores
organicos e inorganicos ao muco, permitindo a depuragéo satisfatéria das vias

respiratérias. Além disso, a camada de muco parece funcionar como uma
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reserva de agua para o liquido periciliar durante certas condi¢gdes que
diminuem a hidratacdo dessa camada, na tentativa de preservar a funcéo

propulsora do epitélio ciliado (Randell e Boucher, 2006).

O arranjo de todas essas substancias da4 ao muco uma configuracéo
especial prépria, possuindo duas camadas: fase sol (aquosa) inferiormente,
formada por células de secrecdo serosa glandular e de Clara, e é continua
desde a traqueia até os bronquiolos; e pela fase gel (viscosa) superiormente,
formada por células de secregdo mucosa glandular e caliciformes, e é
fragmentada pelo movimento ciliar, responsavel pelo carregamento das

particulas aderidas (Saldiva et al., 2011).

A camada sol (fase sol) € a camada menos densa do liquido superficial
das vias aéreas e possui as fungdes de umidificagdo do ar inalado. Ela esta
disposta entre o epitélio respiratério e a camada de muco. Sua composi¢ao
influencia diretamente o batimento adequado dos cilios presentes no epitélio
(Randell e Boucher, 2006). Quando ocorre, por quaisquer motivos, uma
alteragdo entre as duas camadas pode haver prejuizo do movimento de
propulsdo e de recuperagao dos cilios (Lorenzi-Filho, 1993 e Saldiva et al.,

2011) (Figura 6).

A camada gel (fase gel) € a camada mais superficial das vias aéreas. As
particulas aderidas na camada gel, que € mais viscosa, sdo movidas pelos
cilios para fora das vias aéreas, um processo denominado depuragéo

mucociliar (Rogers, 2007).
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Fonte: www.sistemanervoso.com

Figura 6 - Desenho esquematico do muco em vias aéreas superiores na sua
fase sol e gel. Air: vias aéreas; Gel layer: fase gel; Sol layer: fase sol; Ciliar:
cilios; Microvilli: microvilosidade; Ciliated cell: células ciliadas.

A composigcdo do muco garante a ele um componente elastico e
deformavel, importante para seu deslocamento em resposta a energia
transmitida pelo batimento ciliar (Lund, 1996). A velocidade de eliminagdo do
muco ¢€ influenciada por diversos fatores como, por exemplo, taxa de secrecgéo
e viscoelasticidade do muco, sincronia e frequéncia batimento dos cilios,

alterando a sua depuragédo mucociliar (Foster, 2002).

Assim, a limpeza eficiente da arvore respiratéria através do transporte
mucociliar depende da perfeita interagdo entre cilios e muco, condicionada pela
acao coordenada de trés atividades celulares basicas: geragéo de forca, fungéo
secretora e transporte de agua e ions (Zayas et al., 2004; Pazetti et al., 2007;

Trindade et al., 2007).
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Como consequéncia das doencas respiratérias ou outros fatores que
possam agredir ou danificar o epitélio respiratorio, pode ocorrer aumento no
numero de células de secrecdo mucosa (metaplasia mucosa), diminuicdo do
numero de células serosas e ciliadas, e diminuicdo da camada periciliar com
aumento de muco. Esta secrecéo passa a ser de mucopolissacarideos acidos e
sulfatados (muco acido), alterando as caracteristicas fisico-quimicas do muco,
tornando-o mais acido, dificultando sua remocgéo e, consequentemente, a
eliminagédo de microrganismos, favorecendo processos infecciosos (Saldiva,

1990).

O mecanismo de depuragéo mucociliar nasal é capaz de eliminar 75 a
90% do material particulado entre 3 a 5um de didmetro presente no ar inalado.
Sustentando-se que o transporte mucociliar ocorre gragas as propriedades
reolégicas do muco (viscoelasticidade), ao batimento ciliar em ondas
metacrénicas e ao acoplamento entre os cilios e o muco, sendo que essas
caracteristicas dependem da morfologia do epitélio e da lamina proépria

(Proctor, 1983; Sleigh et al., 1988).

Ha relatos de que o transporte mucociliar esta prejudicado depois do
transplante pulmonar (Herve et al., 1993; Veale et al., 1993). Tal alteragéo, se
presente, pode colocar os pacientes imunocomprometidos em um sério risco

de infec¢ao no trato respiratorio (Aeba et al., 1992).

Os mecanismos envolvidos na diminuigdo da fungdo mucociliar apés o
transplante de pulmdo ndo estdo bem estabelecidos e podem estar
relacionados com varios fatores, tais como o trauma cirirgico de secgéo

brénquica e sua consequente denervagéo e desvascularizagéo (Shankar et al.,
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1991; Tomkiewicz et al., 1995). Além disso, ha estudos que mostram que as
drogas imunossupressoras podem também ter um efeito adverso na funcéo

mucociliar (Pego-Fernandes et al., 2008; Pazetti et al., 2008).

A infecdo respiratéria € uma importante causa de morbidade e
mortalidade dos pacientes receptores de enxerto pulmonar (Chaparro et al.,
1994; Bando et al., 1995; Crawford, 1995). Considerando as consequéncias da
manipulagdo mecanica sobre o fornecimento de sangue bronquico e da
inervagdao autbnoma quando o novo pulmdo é transplantado para o
destinatario, € possivel especular que alteragdes no transporte mucociliar
podem contribuir para a maior susceptibilidade a infecgdo respiratéria
apresentado pelos pacientes no pos-operatorio de transplante de pulméo

(Rivero et al., 2001).

O aparelho mucociliar € enervado predominantemente pelo sistema
nervoso parassimpatico (Jeffery et al., 1992; Bleecker, 1986) e agonistas
colinérgicos e b-adrenérgicos parecem aumentar a frequéncia de batimento
ciliar, bem como a quantidade e composi¢gdo do muco traqueal e a secrec¢ao de

agua (Sackner et al., 1979; Peatfield e Richardson, 1983; Sanjar, 1991).

3.2.4 Resposta imunolégica

Os pulmdes sao responsaveis por muitas fungdes, entre elas a troca
gasosa, e para isso apresentam uma grande area de superficie epitelial de
contato com o ambiente externo. A partir do momento em que estes agentes

sdo depositados na superficie do trato respiratorio, uma série de mecanismos
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de defesa entra em acédo para manter a esterilidade pulmonar (Zhang et al.,

2000).

As respostas de defesa normais do hospedeiro no pulméo incluem a
resposta imunologica inata (ndo especifica) e a adquirida (especifica). A defesa
imunoldgica inata € a principal responsavel pela eliminagdo das particulas
estranhas depositadas na superficie das vias aéreas e dos agentes

patogénicos bacterianos dos alvéolos.

As células basicas responsaveis por essa eliminacdo s&o as que
consistem nas defesas estruturais, as moléculas antimicrobianas geradas nas
vias aéreas e as defesas fagociticas fornecidas pelos macréfagos alveolares
residentes e pelos leucécitos polimorfonucleares (PMN) que s&o recrutados
para o pulmado em resposta a infecgdo pulmonar (Zhang et al., 2000 e Saldiva

et al., 2011).

Os macréfagos alveolares constituem a primeira linha de defesa
fagocitica contra agentes infecciosos que se furtam a defesa mecénica e tém
acesso as vias aéreas de troca gasosa. Os macrofagos sdo morfologicamente
e funcionalmente heterogéneos, e correspondem a maioria dos fagocitos
encontrados em vias aéreas inferiores, sdo também responsaveis pela
producédo e eliminagdo de substéncias importantes na inflamagédo como os

radicais livres e enzimas proteoliticas (Sibille e Reynolds, 1990).

Quando a resposta macrofagica ndo é suficiente para conter a
proliferacdo de microrganismos no ambiente alveolar, ocorre recrutamento de

neutréfilos para a regido. Se a resposta inata falhar em conter o patégeno, a
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resposta imunitaria adquirida torna-se criticamente importante. A resposta

adquirida é tardia e inicia-se com a geracgéo de linfocitos (Saldiva et al., 2011).

O lavado broncoalveolar (LBA) normal é formado por 85% de
macréfagos, 7 a 12% de linfécitos e 3% de neutréfilos. Os agentes infecciosos
podem atingir o pulm&o, por meio de aspiragdo, inalacdo, ou vias
hematogénicas. Uma vez encontrado no pulmao, o organismo ou antigeno
sofre fagocitose pelos macrofagos alveolares, mastédcitos e neutréfilos, que

iniciam as respostas inflamatérias (Duncan e Wilkes, 2005).

Na presenca de infecgdo pulmonar e inflamacao, os PMN periféricos sao
recrutados em espacos alveolares para reforcar a defesa do hospedeiro nas
vias aéreas. Estudos em animais mostraram que um desafio intrapulmonar com
uma bactéria provoca um rapido recrutamento de PMN no pulméo: por 3 a4 h
apos o desafio, que representam pelo menos 60% a 80% do total células
recuperadas por LBA (Nelson et al., 1989, Zhang et al., 1997, Zhang et al.,

1999).
3.2.5 Células inflamatédrias do sistema BALT

As células inflamatérias do sistema BALT (do inglés Bronchial
Associated Lymphoid Tissue) (linfécito B e T) sdo linfocitos organizados
difusamente, que estdo presentes no epitélio e na camada submucosa,
responsavel pela defesa imunologica adquirida do trato respiratério (Bjorkander
et al., 1985) (Figura 7). O BALT secreta imunoglobulina IgA nos segmentos
proximais dos brénquios e IgG nos distais dos brénquios. A IgA brénquica tem
papel importante na protecdo das superficies mucosas contra patdégenos e

seus subprodutos, e €& importante para a prevencdo de infecgbes e
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reconhecimento de células tumorais, participando do sistema imunologico
(Bjorkander et al., 1985; Saldiva, 1990). Pacientes com deficiéncia de IgA e
algumas subclasses de IgG mostram um aumento da susceptibilidade a

infecgcdo e prejuizo da fung¢do pulmonar (Bjorkander et al., 1985).

Fonte: http://histologiaufgd.blogspot.com.br

Figura 7 - Microscopia optica mostrando a distribuicdo do sistema BALT no
epitélio e submucosa traqueal.

3.3 Terapia imunossupressora

Os protocolos imunossupressores melhoraram drasticamente a
sobrevida do enxerto. No entanto, a imunossupressdo necessaria para a
sobrevivéncia prolongada do enxerto leva a uma suscetibilidade aumentada ao

desenvolvimento de quadros infecciosos e constitui uma importante causa de
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morbimortalidade apds transplantes de 6rgaos sélidos (Hertz et al., 2008;

Christie et al., 2010).

Geralmente, a imunossupressao € baseada em um esquema triplice que
associa farmacos inibidores da produgéo de IL-2 (ciclosporina ou tacrolimus) a
farmacos inibidores da sintese de purinas ou pirimidinas (azatioprina ou
micofenolato de mofetila) e farmacos que inibem a expressédo de citocinas,

como a prednisona (Hertz et al., 2008 e Christie et al., 2010).

O tacrolimus ocasionalmente substituiu a ciclosporina em pacientes com
rejeicao persistente ou recorrente, e também eventualmente é usado em
mulheres e criangas para evitar o hirsutismo associado a ciclosporina. Poucas
instituicbes usam rotineiramente o tacrolimus como parte do regime

imunossupressor inicial (Ausiello e Goldman, 2014).

3.3.1 Prednisona

A prednisona é um glicocorticoide sintético, analogo ao cortisol, com
propriedades anti-inflamatérias e imunossupressoras. Consiste em uma pré-
droga que apo6s a absorgédo € convertida em um principio metabolicamente
ativo, a prednisolona. O mecanismo classico de agdo dos corticosteroides
implica na ligacdo do esteroide a receptores citosolicos que, dimerizados,
dirigem-se ao nucleo celular e ligam-se a regides promotoras do DNA (Castro,

2005; Clarck, 2007).

Os corticosteroides reduzem a producado de mediadores inflamatérios,

incluindo as citocinas, prostaglandinas e 6xido nitrico, inibem a migracéo de
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células inflamatérias aos locais de inflamacdo impedindo a expressdo das
moléculas de adesdo, modulam direta e indiretamente a funcéo das células B,
reduzem a movimentagdo de células e fluidos a partir do compartimento
intravascular, inibem a resposta proliferativa dos mondécitos ao fator de
estimulacao de colbnia e diferenciagdo em macréfagos e promovem a morte de

células linfoides por apoptose (Castro, 2005; Clarck, 2007).

A prednisona tem sido empregada sistemicamente para o tratamento de
doencas endécrinas, osteomusculares, dermatoldgicas alérgicas, inflamatéria
intestinal, respiratorias, hematologicas e outras que respondam a terapia com
corticosteroides. A dosagem e o periodo de tratamento sdo controlados ja que

efeitos colaterais limitam seu uso (Vondracek e Hemstreet, 2006).

Os (glicocorticoides sdo agentes seletivos e afetam linhas de
multiplicacdo de leucécitos, incluindo células B e T, macréfagos, granulécitos e
monadcitos. Sao altamente lipofilicos e atravessam rapidamente a membrana
celular onde se ligam aos receptores celulares citoplasmaticos e influenciam a
transicdo do ativador de proteinas e do fator nuclear 3, de maneira positiva ou

negativa (Duncan e Wilkes, 2005).

No inicio da década de 50, os primeiros estudos sobre as técnicas de
transplante pulmonar ja relatavam a utilizagao de corticoterapia. Neptune et al.
(1953) documentaram uma maior sobrevivéncia de cdes apds a associagao da
corticoterapia ao transplante. Hardy et al. (1963) observaram o aumento da

sobrevivéncia de caes administrando azatioprina combinada a hidrocortisona.

No entanto, atualmente, a indicag&o para transplante pulmonar requer a

reducdo nas doses administradas. Isso porque um grande numero de
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complicagbes, como baixa cicatrizacdo e aumento na incidéncia de infecgdes,
sao atribuidos a utilizagdo de esteroides durante o periodo pré-operatoério

(McAnally et al., 2006; Orens et al., 2006; Hertz et al., 2008).

O International Guidelines for the Selection of Lung Transplant
Candidates contraindica doses maiores que 20 mg/dia a pacientes com

prescricao de transplante (Orens et al., 2006).

3.3.2 Ciclosporina

Em 1972, a descoberta da ciclosporina foi crucial para o
desenvolvimento do transplante. Trata-se de um polipeptideo, derivado de duas
espécies de fungos (Tolyplocadium inflatum e Cylindrocarpon lucidum), que
adquire a sua forma ativa quando entra em contato com as células e forma
complexos com as proteinas citoplasmaticas (Hess et al., 1988). Este complexo
inibe a calcineurina do citoplasma, inibindo assim a transcricdo de citocinas,
nomeadamente da IL-2, IL-3, IL-4 e IL-5, interferon vy, fator de necrose tumoral

a, e fator estimulador colénico de granulécitos e macrofagos (Shevach, 1985).

Além disso, a ciclosporina apresenta presumivelmente um mecanismo
distinto: a expresséo de fatores de crescimento fator 3, que inibem o brago do
estimulo da IL-2 na proliferagédo celular e produgéo de linfécito T citotoxico, e
outro braco, o efeito pro-fibrinogénese do enxerto (Knoop et al., 2004; Duncan
e Wilkes 2005). A ciclosporina interfere nos estagios iniciais do ciclo celular,
afetando a proliferagdo de células linfoides no inicio da mitose (Hess et al.,

1988), e induz também apoptose em células epiteliais brénquicas, que podem
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ser associadas a complicagbes das vias aéreas apds o transplante pulmonar

(Ha e Mun, 2012).

O efeito imunossupressor de agentes anti-rejeicdo, tais como a
ciclosporina e prednisona, € facilmente identificado como um fator de risco para
infeccdo pulmonar (Calhoon et al., 1992). No entanto, a imunossupressao
induzida por drogas por si s6 ndo pode ser a unica causa da prevaléncia
significativa maior de infeccdo pulmonar em comparagcdo com a de outros

orgaos que se submetem a imunossupressao (Dummer et al., 1986).

3.3.3 Tacrolimus

O tacrolimus (FK-506 ou Fujimycin) € um agente imunossupressor
comumente utilizado em pacientes transplantados e no tratamento de eczema.
Foi descoberto em 1984 a partir do fungo Streptomyces tsukubaensis,
comumente encontrado em solo japonés. O mecanismo molecular de agéo do
tacrolimus é desencadeado quando este se une a imunofilina FKBP12. O
complexo FKBP12-tacrolimus inibe diretamente a calcineurina, impedindo a
desfosforilacdo do fator de transcricdo NFAT e, consequentemente, a liberagao
da interleucina-2, responsavel pela ativagdo dos linfocitos T. Como resultado
desta acdo molecular, a droga inibe especialmente a resposta imune mediada
por células (Yamauchi et al., 2004). O tacrolimus é o inibidor de calcineurina
mais utilizada, oferecendo menor rejeicdo aguda nos beneficiarios baseados
nos acompanhamentos entre 1 de julho de 2004 a 30 de junho de 2009

(Christie et al., 2010).
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O maior efeito do tacrolimus in vivo € a inibicdo da imunidade celular
mediada por células. As proliferacbes primarias e a citotoxidade ao antigeno
estdo reduzidas. Estudos em humanos tém demonstrado reducgao significativa
na incidéncia de rejeicdo aguda, aguda refrataria, e episédios de rejeicédo
cronica. As principais complicacbes associadas ao seu uso foram: insuficiéncia
renal, disturbios no metabolismo da glicose e complicagbes neuroldgicas.
Quando comparado a ciclosporina, os estudos ndo tém demonstrado diferenca
na sobrevida, porém o indice de rejeicdo aguda € menor no grupo tratado com
tacrolimus, ainda que mantendo similar indice de infec¢do e alta incidéncia de
diabetes (Reichenspurner et al., 1999; Webster et al., 2005; Woodroffe et al.,

2005 e Fan et al., 2009).

3.3.4 Azatioprina

A azatioprina, sintetizada no inicio dos anos 50, é utilizada
extensivamente ha mais de 40 anos nos transplantes de 6rgaos macicos.
Trata-se de uma pro-droga inativa que faz parte do grupo das tiopurinas. Sua
metabolizagdo forma a 6-mercaptopurina e a 6-tioguanina, que s&o os
compostos ativos com capacidade de incorporagdo no RNA e DNA celular,
diminuindo progressivamente a producao de ATP até que os niveis atingidos
levem a disfungéo, diminuigdo da atividade celular e citdlise, tais modifica¢des
caracterizam o mecanismo de agdo desta droga imunossupressora (Aarbakke,

1995; Aarbakke et al., 1997).
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3.3.5 Micofenolato

O micofenolato de mofetil € um inibidor do ciclo celular, derivado do
Penicillium sp, e tem reduzido a incidéncia de rejeicdo aguda em pacientes
transplantados renais e cardiacos, quando comparado com outros
imunossupressores como a azatioprina (Chen et al., 2004; Knoop et al., 2004;

Studer et al., 2004).

O micofenolato de mofetil € um inibidor ndo competitivo e reversivel da
losina monofosfato  desidrogenase, responsavel pela deplecdo dos
nucleotideos de guanina. Esta droga inibe a proliferacao dos linfécitos T e B,
ambos responsaveis pela mitose e estimulacdo alogénica, além da migracéo
de leucdcitos para o local da inflamagéo ou rejeicdo. O micofenolato de mofetil
reduz a producdo de células que expressam o antigeno humano IL-2R,
receptores de transferrina, células CD4 e CDS8, além da proliferagcdo de
fibroblastos, células endoteliais € musculo liso e, menos potencialmente a

proliferacao linfocitaria (Hausen e Morris, 1997).

O micofenolato é utilizado com muita frequéncia na prevencédo de
rejeicdo aguda nos transplantados renais, quando combinado com ciclosporina
e esteroides. Estudos tém demonstrado se tratar de um agente efetivo no
tratamento da rejeicdo refrataria, quando comparado a utilizagdo de
azatioprina, associado a ciclosporina e esteroides, em transplantados renais,
cardiacos e hepatico, e pode ser efetivo na rejeicdo crénica (Sievers et al.,

1997; Sollinger, 2004).
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4. Métodos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos de experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA (www.cobea.org.br), sendo o projeto
referente a esta tese de doutorado aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo — CEP-FMUSP, em

30 de margo de 2011 (Protocolo 082/11).

Foram utilizados 90 ratos machos da linhagem Wistar, com peso médio

de 300g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da FMUSP.

Os animais foram submetidos ao procedimento terapéutico no
Laboratério de Pesquisa em Cirurgia Toracica — LIM61, do Hospital das Clinicas
da FMUSP, e mantidos em gaiolas individuais no biotério do mesmo
laboratorio, onde tinham livre acesso a agua e ragao balanceada, sendo
pesados e avaliados diariamente até a data da eutanasia. Apds a eutanasia, as
carcagas dos animais foram acondicionadas em sacos brancos especificos,
devidamente identificados, sendo mantidos em freezer a 20° C negativos até a

retirada para cremacéo.

4.1 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em grupos, de acordo com o tratamento

terapéutico a que foram submetidos:

- Grupo controle (C): os animais receberam diariamente, por gavagem,

solugdo de NaCl a 0,9% (2,5 mL/kg).
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- Grupo terapia | (Tl): os animais receberam diariamente, por gavagem,
tacrolimus (1mg/kg), micofenolato de mofetil (30 mg/kg) e prednisona (1,25
mg/kg).

- Grupo terapia Il (TIl): os animais receberam diariamente, por gavagem,

ciclosporina (1mg/kg), azatioprina (3,0 mg/kg) e prednisona (1,25 mg/kg).

Dez animais de cada grupo foram estudados apds terem recebidos

diariamente as terapias, e sacrificados em 7, 15 e 30 dias (Figura 8).

90 machos 300g
C Tl T
NaCla 0,9% Tacrolimus (1mg/kg), Ciclosporina{1mg/Kg),
(2,5mg/kg) Micofenolato (30 mg/Kg) e Azatioprina (3mg/Kg) e
Prednisona(1,25mg/Kg) Prednisona(1,25mg/Kg)
N: 30 . ‘ N: 30 | N: 30

|

7 dias 15 dias 30 dias [:> Sacrificio

Figura 8 - Fluxograma da composi¢do dos grupos de acordo com o tipo e
tempo de tratamento terapéutico a que foram submetidos.
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4.2 Gavagem

Os animais foram anestesiados em camara contendo 2% de isoflurano
(Isoforine, Cristalia, Sao Paulo, Brasil) e 98% de oxigénio e a gavagem foi

realizada por via orogastrica através de cateter de polietileno, numero 7.

4.3 Coleta de dados

Os animais foram anestesiados com tiopental sodico (Thiopentax, 0,5g,
Cristalia, Sao Paulo, Brasil) e, apds laparotomia mediana, eutanasiados por

exanguinagao, através da seccéo da artéria aorta abdominal.

4.4 Analise do muco

4.4.1 Coleta

Imediatamente ap6s a morte do animal, foi realizada a retirada dos

pulmdes, com subsequente dissecagao das vias aéreas superiores.

As amostras de muco foram coletadas com auxilio de um pincel de pelos

macios.
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Figura 9 - Coleta de amostra de muco dos brénquios.

O pincel foi posicionado nos brénquios principais através de uma
pequena abertura feita na porgéo cartilaginosa do mesmo (Figura 9). O muco
aderido ao pincel foi colocado sobre uma lamina histoldégica contendo 6leo
mineral, e, a seguir, colocado em tubo tipo eppendorf contendo a mesma
substancia. As amostras foram mantidas sob refrigeragdo a 70°C negativos até

a data da analise.

4.4.2 Transportabilidade do muco (TM)

As amostras de muco foram submetidas a um teste classicamente aceito
e relatado como sendo um método in vitro: a transportabilidade em palato de ra

(Puchelle et al., 1983; Rubin et al., 1990).
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O palato de ra possui um epitélio pseudoestratificado com células
secretoras e numerosas ceélulas ciliadas, cobertas por uma camada continua de
muco, com 4 a 8 pm de espessura, semelhante ao epitélio das vias
respiratérias dos mamiferos. Por apresentar uma superficie plana, o palato de
ra permite a observacédo direta do deslocamento de uma amostra de muco

colocada sobre seu epitélio.

O procedimento foi realizado da seguinte forma: a ra (Lithobates
catesbeianus) foi anestesiada através de hipotermia induzida em camara
contendo gelo triturado, por cerca de 50 minutos. A seguir, nédo respondendo
aos testes de verificacao de reflexo, foi decapitada, com auxilio de uma
guilhotina propria para sacrificio de animais de experimentagéo, e o seu palato
retirado através de dissecagdo, tomando-se o devido cuidado para n&o

danificar a superficie epitelial.

O palato foi mantido por 48 horas sob refrigeragéo a 4°C para que o
muco da ra fosse quase totalmente esgotado pela agdo de seu proprio aparelho
ciliar. O muco restante foi, entdo, coletado para servir de controle, em relagao

ao muco dos ratos.

Durante os procedimentos de medida da velocidade, o palato foi mantido
sob temperatura ambiente, dentro de uma camara de acrilico com 100% de
umidade relativa do ar, mantida pelo vapor de uma solu¢cdo de Ringer em agua
destilada (1:1) (73,8 mEg/l Na*, 2mEq/l K*, 2,3 mEg/l Ca*® e 78 mEqg/l CI)

produzido por um nebulizador ultrass6nico (mod. US-800, ICEL) (Figura 10).
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Figura 10 - Equipamentos utilizados para medida da transportabilidade das
amostras de muco em palato de rd. NU = nebulizador ultrass6nico; CA =
camara acrilica; EM = estereomicroscépio; OR = reticulada.

Antes de iniciar as medidas, uma pequena aliquota (cerca de 5ul) da
amostra de muco estocada em o6leo mineral foi isolada e mergulhada
rapidamente num recipiente contendo éter de petrdleo com o objetivo de
remover o 6leo a ela aderido. Rubin et al. (1990) demonstraram que este
procedimento nao altera a transportabilidade e as caracteristicas reoldgicas do

muco.

A aliquota de muco foi colocada sobre o epitélio ciliado da regido
anterior do palato da ré& e, durante o seu deslocamento em diregdo a regiédo
posterior, foi cronometrado o tempo gasto para que fosse percorrida uma
distancia pré-estabelecida de 6 mm. A medida foi feita através da observagao

do conjunto por meio de um estereomicroscépio (Zeiss), posicionado sobre a
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tampa da camara de acrilico, composto por uma ocular reticulada, com

aumento de 8x (Figura 11).

R sl o
L AN O
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_va .N‘J(”

y %WW‘ A DA

Figura 11 - Representagao do palato de ra sendo visualizado através de ocular
reticulada.

Foi realizada uma tomada de tempo da amostra do muco da réa e logo
em seguida quatro medidas da amostra do muco do rato e por ultimo mais uma
tomada da amostra da ra; para fins estatisticos, foi realizada a média aritmética
dos valores observados. A velocidade da transportabilidade do muco é
expressa em velocidade relativa. Assim temos TM = velocidade média do muco

de rato/velocidade média do muco da ra.

4.5 Frequéncia de batimento ciliar in situ (FBC)

Apbs a coleta das amostras de muco, foi realizada a abertura total das

vias aéreas superiores, através de um corte longitudinal no &ngulo de contato
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entre as porgdes cartilaginosa e membranosa, para exposicdo do epitélio

ciliado.

A imagem do epitélio ciliado brénquico foi captada por uma camera
filmadora (Sony, mod. 3CCD Iris) acoplada a um microscépio éptico (Olympus,
BX50), com aumento de 100x, e enviada para um monitor de video (Sony
Trinitron). Um estroboscopio (Machine Vision Strobe, mod.5000, U.S.A.),

adaptado com fibra Optica, foi posicionado em frente ao epitélio ciliado,

passando a emitir “flashes” a uma frequéncia conhecida (Figura 12).

Figura 12 - Equipamentos utilizados para medida da velocidade de transporte
mucociliar in situ e da frequéncia de batimento ciliar. C = caAmera filmadora; E =
estroboscopio; F = fibra 6ptica; M = monitor de frequéncia; MI = monitor de
imagem; MO = microscoépio Optico; O = ocular reticulada.
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Ao mesmo tempo em que se observava a imagem do epitélio ciliado
gerada no monitor, diminuia-se a frequéncia da luz emitida pelo estroboscopio,
até o momento em que ndo era mais possivel a percep¢cao dos movimentos
ciliares. Neste ponto, o mesmo valor da frequéncia do estroboscépio, registrado

no monitor, era atribuido ao batimento ciliar.

Foram realizadas trés medidas e a média destas trés medidas foi

tomada como valor principal para a andlise estatistica (Pazetti et al., 2007).

4.6 Velocidade de transporte mucociliar in situ (VTMC)

A VTMC foi medida através da observagao direta de particulas aderidas
ao muco do epitélio ciliado traqueobrénquico. A observacgéo foi feita com o
auxilio de um microscopio 6Optico (Olympus BX50), equipado com ocular

reticulada, sob aumento de 100x (Figura 12).

A velocidade de deslocamento das particulas aderidas ao muco, ao
longo do epitélio, foi cronometrada e registrada como a distadncia que a
particula percorreu num determinado intervalo de tempo (mm/min). Foram
obtidas trés medidas e transformadas em numero absoluto de unidades de
minuto. A média destas trés medidas foi tomada como valor principal para a

analise estatistica (Pazetti et al., 2007).
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4.7 Lavado broncoalveolar (LBA)

O LBA foi realizado com instilacdo de 10 mL de solugéo salina pela
traqueia e, a sequir, centrifugado a 1.000 rpm por 10 minutos a 5°C. Depois da
centrifugacédo e retirada do sobrenadante, o botdo celular foi ressuspendido
com 5 mL de solugcdo tampéo fosfato (PBS) para a contagem do numero total
de células por mL, realizada em camara de Neubauer. Foram confeccionadas
laminas de cytospin (Cytospin-2, Shandon Instruments Sewickley, EUA), que
foram posteriormente coradas com Diff-Quik para a contagem diferencial

celular (300 células/lamina) (Almeida, 2012).

4.8 Histologia

Apos as medidas de FBC e VTMC, os pulmbdes e vias aéreas foram
fixados em formaldeido 10% e submetidos a preparacao rotineira para
confeccao de laminas histolégicas. Os cortes foram tratados com os corantes
azul alciano e acido periodico de Schiff para evidenciar a produ¢do de muco
acido e neutro pelas células caliciformes do epitélio traqueobrénquico (Mowry,
1987 e Pazetti 2007), e com hematoxilina-eosina para a contagem de células

inflamatérias e avaliagdo do indice de edema no parénquima pulmonar.

Para a quantificagdo do muco, inicialmente, cada lamina foi disposta no
microscopio de luz com aumento final de 400 vezes, sendo identificada a
regidao mais preservada do epitélio (Figura 13). Em seguida a imagem foi
captada pela camara fotografica digital (JVC Camera de video colorida TK-
C1380; Victor Company of Japan, Yokohama, Jap&o) (Figura 14). Apés a

captacdo da imagem, a coloragdo alvo era determinada pelo pesquisador
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(Figura 15). Em seguida, o programa Imagem Pro-Plus quantificava o
percentual de muco na area do epitélio que era delimitada pelo pesquisador
(Figura 16). Posteriormente, o programa de computador determinava a area
total delimitada (Figura 17). No final, realizamos o calculo de muco da area do
epitélio/area total x100, para termos a quantidade de muco acido, neutro e total

nessa lamina (Pazetti et al., 2007).

A contagem de células inflamatérias e indice de edema foi feita sob

visdo microscopica, com aumento de 400 vezes, utilizando-se uma ocular

reticulada de 50 retas e 100 pontos (Pazetti et al., 2007).

Figura 13 - Equipamentos utilizados para quantificar o muco. C = cémera
fotografica; M = monitor; PC = computador; MO = microscopio 6ptico.
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Figura 14 - Captagdo da imagem a partir de |dmina corada com PAS pela
camara fotografica digital. Imagem inserida no programa de computador
analisador de imagem para quantificacdo do percentual de area corada.
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Figura 15 - Delimitacdo da coloragdo alvo pelo pesquisador, com uso do
programa de computador, para quantificagdo do percentual de area corada.
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Figura 16 - Determinacdo da quantidade de muco na area determinada pelo
pesquisador, com uso do programa de computador.
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Figura 17 - Delimitacao da area do brénquio respiratério pelo pesquisador, com
uso do programa de computador, para quantificagdo do percentual de area
corada.
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4.9 Analise da proliferagao de linfocitos e macrofagos

A andlise da proliferacdo de linfécitos e macrofagos foi avaliada pela
expressao do antigeno Ki67 através de reagdes de imunohistoquimica em

cortes histolégicos do parénquima pulmonar.

Existem pelo menos quatro fases distintas no ciclo celular: o periodo
antes da sintese de DNA (G1), a fase de sintese de DNA (S), o periodo apés a
replicagdo do DNA (G2) e a fase mitética (M) que culmina na diviséo celular
(Levine et al., 1994; Rabenhorst et al., 1994). As células fora do ciclo celular
estdo na chamada fase GO e podem permanecer nesta fase por tempo
indeterminado (Hall e Levinson, 1990; Albert et al., 1994; Rabenhorst et al.,

1993 e 1994).

O antigeno Ki67 é uma proteina nuclear expressa preferencialmente
durante todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e fase M), mas ausente na

interfase (GO0) (Scholzen e Gerdes, 2000).

O anticorpo Ki-67 reconhece um antigeno que esta associado ao nucleo
celular e que, em células continuamente em diviséo, € expresso em todas as

fases do ciclo celular, exceto em GO (Gerdes et al., 1984).

4.10 Analise de apoptose de linféocitos e macrofagos

O processo de apoptose esta intimamente ligado a acéo de proteases,
denominadas caspases. As caspases (proteases especificas cisteinil-aspartato)
constituem uma familia importante de moléculas de sinalizagdo com varias

tarefas, dependendo do subtipo e do 6rgéo envolvidos. A ativagdo de caspases
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também é um marcador de danos celulares em doengas como acidente

vascular cerebral e infarto do miocardio (Lavrik et al., 2005).

A caspase-3 tem sido largamente wusada como marcador
imunohistoquimico por representar a confluéncia entre os mecanismos

intrinsecos e extrinsecos da apoptose (Nakopoulou et al., 2001).

A caspase-3 tem sido implicada como uma caspase efetora associada

com a iniciagao da cascata de morte celular (Nicholson et al., 1995).

4.11 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se a versédo 21 do programa

SPSS.

Para verificar se as varidveis estudadas apresentaram distribuicdo
normal e igualdade de variancia, foram utilizados os testes de Kolmogorov-

Smirnov e de Levene, respectivamente.

Para as variaveis que apresentaram distribuicdo normal, foram utilizados
os testes de Analise de Variancia (ANOVA) de duplo fator e o de Bonferroni
para as comparag¢des multiplas. Para as variaveis sem distribuigdo normal
foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis e o de Dunn para as comparagdes

multiplas.

O nivel de significancia estabelecido foi de 5%. Os dados estédo
apresentados em forma de graficos e tabelas, e expressos como média+desvio

padrdo ou mediana e 1Q (25% -75%).



5 RESULTADOS
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5. Resultados

5.1 Transportabilidade do muco

Os valores médios de TM foram maiores no grupo Tl em relagdo ao
grupo TIl no tempo de 7 dias (Grafico 1 e Tabela 1). Nao houve diferenca

estatistica entre os tempos avaliados para cada grupo (Tabela 2).

Gréfico 1 - Distribuicdo da Transportabilidade do Muco (média + desvio
padrdo). Comparagéo entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7, 15 e 30 dias
(ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.

TRANSPORTABILIDADE DO MUCO
1,2 p=0018 p < 0,048 p=0,822
1 |
T | [ 1
< 08 T
S 0,6
<
04
02
0 T T 1
7 DIAS 15DIAS 30 DIAS
= CONTROLE TI TIl

Tabela 1 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Tl
e Tll em 7, 15 e 30 dias em relagao aos valores médios de Transportabilidade
do Muco.

TESTE DE BONFERRON!I

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI 0,050 > 0,999 > 0,999
CONTROLE x Tl > 0,999 0,101 > 0,999

TIxTI 0,045 0,085 > 0,999
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Tabela 2 — Teste de Bonferroni para comparag¢des entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e Tll em relagdo aos valores médios de
Transportabilidade do Muco.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE TI TII
7x15 0,762 0,645 0,923
7 x 30 > 0,999 0,675 > 0,999
15 x 30 > 0,999 > 0,999 0,338

5.2 Frequéncia de batimento ciliar in situ

A FBC dos grupos Tl e TIl foi menor nos tempos de 7 e 15 dias em
relacéo ao grupo C (Gréfico 2). A comparacéo entre as terapias mostrou que Tl
foi menor em 7 dias, sendo, porém, maior que Tll em 15 dias (Tabela 3). Na
avaliacao entre tempos, a FBC foi menor no grupo Tl em 7 dias em
comparacgao a 15 dias, e menor no grupo Tll em 15 dias quando comparado a

30 dias (Tabela 4).

Gréfico 2 - Distribuicdo da Frequéncia de Batimento Ciliar (média + desvio
padrao). Comparagéo entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7, 15 e 30 dias
(ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.
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Tabela 3 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Tl
e Tll em 7, 15 e 30 dias em relagdo aos valores médios de Frequéncia de
Batimento Ciliar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparag¢oes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI < 0,001 < 0,001 0,051
CONTROLE x TII 0,043 < 0,001 0,919
TIxTI 0,001 0,045 0,292

Tabela 4 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e Tll em relagdo aos valores médios de
Frequéncia de Batimento Ciliar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagoes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE TI Tl
7 x 15 0,104 < 0,001 0,177
7 x30 > 0,999 0,053 0,178
15x 30 0,323 > 0,999 0,001

5.3 Velocidade de transporte mucociliar in situ

Os grupos Tl e TII apresentaram menor VTMC em 7, 15 e 30 dias em
relacdo ao grupo C (Gréfico 3); além disso, observou-se um prejuizo ainda
maior da VTMC no grupo Tl quando comparado a Tll em 7 dias (Tabela 5). Ao
longo do tempo, o grupo TII apresentou VTMC menor em 15 dias em

comparagao com 7 e 30 dias (Tabela 6).
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Grafico 3 - Distribuicdo da Velocidade de Transporte Mucociliar (média + desvio
padrdo). Comparagéo entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7, 15 e 30 dias
(ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.

VELOCIDADE DE TRANSPORTE MUCOCILIAR
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Tabela 5 — Teste de Bonferroni para comparagées entre os grupos Controle, Ti
e Tl em 7, 15 e 30 dias em relagcdo aos valores médios de Velocidade de
Transporte Mucociliar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI < 0,001 < 0,001 0,001
CONTROLE x THI 0,033 < 0,001 0,001
TIxTI 0,028 > 0,999 > 0,999

Tabela 6 — Teste de Bonferroni para comparag¢des entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e TIl em relacdo aos valores médios de
Velocidade de Transporte Mucociliar.

TESTE DE BONFERRON!I

Comparagdes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE Tl TH
7 x15 0,026 > 0,999 0,019
7x30 0,967 > 0,999 > 0,999

15 x 30 0,326 > 0,999 0,044
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5.4 Produgao de muco neutro e acido

Em relagcdo ao grupo C, os grupos Tl e Tl produziram menos muco
neutro em todos os tempos estudados (Grafico 4 e Tabela 7). Na analise ao
longo do tempo, houve diferenca apenas no grupo TIl, que apresentou maior

quantidade de muco neutro em 30 dias quando comparado a 7 dias (Tabela 8).

Gréfico 4 - Distribuicao da quantidade de muco neutro (mediana e 1Q).
Comparacéao entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7, 15 e 30 dias (Kruskal-
Wallis). Tl, terapia I; Tll, terapia Il. Asteriscos e circulos representam outliers.
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Tabela 7 — Teste de Dunn para comparagdes entre os grupos Controle, Tl e TlI
em 7, 15 e 30 dias em relagdo aos valores médios de quantidade de muco
neutro.

TESTE DE DUNN

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI 0,034 0,002 0,003
CONTROLE x Tl < 0,001 0,012 0,297
TIxTI 0,128 > 0,999 0,212

Tabela 8 — Teste de Dunn para comparagdes entre os tempos 7, 15 e 30 dias
para os grupos Controle, Tl e Tll em relagdo aos valores médios de quantidade
de muco neutro.

TESTE DE DUNN

Comparagdes muiltiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE TI Tl
7 x 15 > 0,05 0,158 0,507
7 x30 > 0,05 0,068 0,019
15x30 > 0,05 > 0,999 0,549

A quantidade de muco acido produzido pelas células caliciformes dos
animais dos grupos Tl e TIl foi significativamente maior em relagcdo ao grupo C
nos tempos estudados (Grafico 4 e Tabela 9). Ndo houve diferenca entre os

tempos na comparacao interna de cada grupo (Tabela 10).
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Grafico 5 - Distribuicdo da quantidade de muco acido (mediana e 1Q).
Comparacao entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7, 15 e 30 dias (Kruskal-
Wallis). Tl, terapia I; Tll, terapia Il. Asteriscos e circulos representam outliers.
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Tabela 9 — Teste de Dunn para comparagdes entre os grupos Controle, Tl e TlI
em 7, 15 e 30 dias em relagdo aos valores médios de quantidade de muco

acido.

TESTE DE DUNN

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI 0,001 0,008 < 0,001
CONTROLE x TlI < 0,001 0,076 0,014
TIxTI > 0,999 > 0,999 0,283

Tabela 10 — Teste de Dunn para comparacgdes entre os tempos 7, 15 e 30 dias
para os grupos Controle, Tl e Tll em relagdo aos valores médios de quantidade

de muco acido.

TESTE DE DUNN

Comparagoes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE Tl TH
7x15 > 0,05 > 0,05 > 0,05
7 x 30 > 0,05 > 0,05 > 0,05
15x30 > 0,05 > 0,05 > 0,05
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5.5 Lavado broncoalveolar (LBA)

O numero de linfécitos foi maior no grupo Tl em relagdo ao grupo C em
7 dias (Grafico 6 e Tabela 11). Na comparacao entre os tempos, apenas o
grupo C apresentou um maior numero de linfécitos em 30 dias quando

comparado a 7 e 15 dias (Tabela 12).

O numero de macrofagos, neutrofilos e células totais foi maior nos
animais tratados com a Tl em relagdo aos demais grupos apos 15 dias de
tratamento (Graficos 7 a 9 e Tabelas 13, 15 e 17). Na comparagao entre os
tempos, o grupo C apresentou valores maiores de macréfagos e células totais
no tempo de 30 dias comparado com 7 e 15 dias (Tabelas 14 e 18). Ja o grupo
Tl apresentou numero maior de neutréfilos e células totais em 15 dias em

comparacao com 7 e 30 dias (Tabelas 16 e 18).

N&o houve diferenga entre os grupos em relacdo ao numero de

eosindfilos, células ciliadas e células caliciformes (dados n&o apresentados).
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Grafico 6 — Numero de linfoécitos no lavado broncoalveolar (média + desvio
padrdo). Comparacgéo entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7, 15 e 30 dias
(ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.
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Tabela 11 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, TI
e Tllem 7, 15 e 30 dias em relagédo aos valores médios de numero de linfocitos
no lavado broncoalveolar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI 0,005 > 0,999 > 0,999
CONTROLE x TlI 0,463 > 0,999 0,848
TIxTI 0,136 > 0,999 > 0,999

Tabela 12 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os tempos 7, 15 e 30

dias para os grupos Controle, Tl e TIl em relacdo aos valores médios de
numero de linfocitos no lavado broncoalveolar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagoes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE TI TIl
7 x15 > 0,999 0,146 > 0,999
7 x 30 0,005 > 0,999 > 0,999

15 x 30 0,037 0,534 0,393
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Grafico 7 — Numero de macréfagos no lavado broncoalveolar (média + desvio
padrdo). Comparacgéo entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7, 15 e 30 dias
(ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.
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Tabela 13 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Tl
e Tll em 7, 15 e 30 dias em relagdo aos valores médios de numero de
macrofagos no lavado broncoalveolar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagoes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x Tl 0,071 < 0,001 > 0,999
CONTROLE x Tl 0,731 > 0,999 > 0,999
TIxTI 0,661 0,002 > 0,999

Tabela 14 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e Tll em relagcdo aos valores médios de
numero de macréfagos no lavado broncoalveolar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE TI TIl
7 x 15 > 0,999 0,463 > 0,999
7 x 30 0,121 > 0,999 > 0,999

15 x 30 0,032 0,311 > 0,999
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Grafico 8 — Numero de neutréfilos no lavado broncoalveolar (média + desvio
padrdo). Comparacgéo entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7, 15 e 30 dias
(ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.
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Tabela 15 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Ti
e Tll em 7, 15 e 30 dias em relagdo aos valores médios de numero de
neutréfilos no lavado broncoalveolar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI 0,102 <0,001 0,056
CONTROLE x TII > 0,999 > 0,999 > 0,999
TIxTI 0,112 <0,001 0,011

Tabela 16 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e Tll em relagcdo aos valores médios de
numero de neutrdéfilos no lavado broncoalveolar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE Tl TH
7x15 > 0,999 < 0,001 > 0,999
7 x30 0,979 0,552 > 0,999

15x30 > 0,999 < 0,001 > 0,999
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Grafico 9 — Numero de células totais no lavado broncoalveolar (média + desvio
padrdo). Comparacgéo entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7, 15 e 30 dias
(ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.
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Tabela 17 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Ti
e Tll em 7, 15 e 30 dias em relagcédo aos valores médios de numero de células
totais no lavado broncoalveolar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI 0,010 < 0,001 > 0,999
CONTROLE x THI 0,935 > 0,999 0,172
TIxTI 0,093 < 0,001 0,037

Tabela 18 — Teste de Bonferroni para comparag¢des entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e TIl em relacdo aos valores médios de
numero de células totais no lavado broncoalveolar.

TESTE DE BONFERRON!I

Comparagdes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE Tl TH
7 x15 > 0,999 0,005 > 0,999
7x30 0,021 > 0,999 > 0,999

15 x 30 0,016 0,045 > 0,999
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5.6 Histologia

O numero de células mononucleares e polimorfonucleares presentes no
parénquima pulmonar foi maior nos animais tratados com ambas as terapias
em relacédo aos do grupo Controle em todos os tempos estudados. Além disso,
na comparacao entre as terapias, o grupo Tl apresentou maior numero de
células mononucleares em 7 dias e polimorfonucleares nos 3 tempos (Graficos
10 e 11 e Tabelas 19 e 21). Na comparagcéo entre tempos, o grupo TII
apresentou valores maiores de células mononucleares em 15 e 30 dias em
relacao a 7 dias, e de polimorfonucleares em 30 dias em comparagdo com 7

dias (Tabelas 20 e 22).

N&o houve diferenga entre os grupos em relacdo ao indice de edema

(dados n&o apresentados).
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Grafico 10 — Numero de células mononucleares no parénquima pulmonar
(média + desvio padrédo). Comparacao entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7,
15 e 30 dias (ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.
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Tabela 19 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Tl
e Tll em 7, 15 e 30 dias em relagcédo aos valores médios de numero de células
mononucleares no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI < 0,001 < 0,001 < 0,001
CONTROLE x THI 0,041 < 0,001 < 0,001
TIxTI 0,019 0,899 > 0,999

Tabela 20 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e Tll em relagcdo aos valores médios de
numero de células mononucleares no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRON!I

Comparagoes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE Tl TI
7x15 > 0,999 > 0,999 < 0,001
7 x 30 > 0,999 0,987 0,01

15 x 30 > 0,999 > 0,999 0,585
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Grafico 11 — Numero de células polimorfonucleares no parénquima pulmonar
(média + desvio padrédo). Comparacao entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7,
15 e 30 dias (ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.
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Tabela 21 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Ti
e Tll em 7, 15 e 30 dias em relagdo aos valores médios de numero de células
polimorfonucleares no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI < 0,001 < 0,001 < 0,001
CONTROLE x TlI > 0,999 0,023 0,002
TIxTI < 0,001 < 0,001 0,001

Tabela 22 — Teste de Bonferroni para comparag¢des entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e TIl em relacdo aos valores médios de
numero de células polimorfonucleares no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagoes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE TI TIl
7x15 > 0,999 0,274 0,446
7x30 > 0,999 0,185 0,005

15x30 > 0,999 > 0,999 0,223
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5.7 Proliferagao de linfécitos e macrofagos

O numero de linfocitos em proliferagdo no parénquima pulmonar foi
menor nos animais dos grupos Tl e Tll em relacédo ao C em todos os tempos
estudados (Grafico 12 e Tabela 23). Ndo houve diferenga entre os tempos em

cada grupo (Tabela 24).

Ja os macréfagos apresentaram maior proliferacédo no grupo Tll em 15
dias em comparagdo com os demais grupos (Grafico 13 e Tabela 25). Na
comparacao entre os tempos, o grupo C apresentou maior numero de
macréfagos em proliferagdo em 30 dias quando comparado a 7 dias, enquanto
o grupo TII apresentou mais linfécitos marcados com Ki67 em 15 dias em

comparagao com 7 dias (Tabela 26).



64

Grafico 12 — Numero de linfécitos marcados com Ki67 no parénquima pulmonar
(média + desvio padrédo). Comparacao entre os grupos Controle, Tl e Tll em 7,
15 e 30 dias (ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.

LINFOCITOS POSITIVOS - KI67

6,0 - p < 0,001

50 - p=0,012 p < 0,001
P
> 3,
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0,0

7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS

mCONTROLE Tl Ti

Tabela 23 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Tl
e Tllem 7, 15 e 30 dias em relagédo aos valores médios de numero de linfocitos
marcados com Ki67 no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagoes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI 0,030 0,003 0,001
CONTROLE x Tl 0,029 < 0,001 0,001
TIxTI > 0,999 0,565 > 0,999

Tabela 24 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e Tll em relagcdo aos valores médios de
numero de linfécitos marcados com Ki67 no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagoes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE Tl TH
7x15 0,132 0,757 > 0,999
7 x30 > 0,999 > 0,999 > 0,999

15 x 30 0,892 0,417 > 0,999
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Grafico 13 — Numero de macrofagos marcados com Ki67 no parénquima
pulmonar (média + desvio padrao). Comparacéo entre os grupos Controle, Tl e
Tllem 7, 15 e 30 dias (ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.

MACROFAGOS - KI67
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Tabela 25 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Tl
e Tll em 7, 15 e 30 dias em relagdo aos valores médios de numero de
macrofagos marcados com Ki67 no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI > 0,999 > 0,999 0,236
CONTROLE x TlI 0,732 0,038 > 0,999
TIxTI 0,702 0,003 0,112

Tabela 26 — Teste de Bonferroni para comparacdes entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e TIl em relacdo aos valores médios de
numero de macréfagos marcados com Ki67 no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRON!I

Comparagoes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE TI TIl
7 x15 0,535 > 0,999 0,023
7 x 30 0,008 0,537 0,061

15 x 30 0,211 > 0,999 > 0,999
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5.8 Apoptose de linfécitos e macrofagos

O numero de linfécitos em apoptose no parénquima pulmonar foi maior
nos animais dos grupos Tl e TIl em relacdo ao C em todos os tempos
estudados. Além disso, o grupo TIl apresentou maior numero de linfocitos

apoptéticos que o grupo TIl em 7 dias (Grafico 14 e Tabela 27).

Na comparagéo entre tempos, o numero de linfécitos marcados no grupo
Tl foi maior em 15 dias quando comparado ao de 7 dias, enquanto o grupo TII
apresentou mais linfécitos marcados em 7 dias em relagcao a 30 dias (Tabela

28).

O numero de macréfagos em apoptose foi menor no grupo Tl em
relacdo ao grupo C em 7 dias. Por outro lado, o grupo T| apresentou mais
macréfagos apoptéticos em 15 e 30 dias em comparagdo com o grupo C

(Gréfico 15 e Tabela 29).

Na comparagéo entre os tempos, apenas o grupo C apresentou uma
redugdo do numero de macréfagos em apoptose nos tempos 15 e 30 dias em

relacao a 7 dias (Tabela 30).
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Grafico 14 — Numero de linfécitos marcados com caspase no parénquima
pulmonar (média + desvio padrao). Comparacéo entre os grupos Controle, Tl e
Tllem 7, 15 e 30 dias (ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.

LINFOCITOS POSITIVOS - CASPASE
4,0
p < 0,001 p < 0,001 b < 0,001
. [ I
320 - I | I I
00 T e
7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
mCONTROLE TI Til

Tabela 27 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, TI
e Tllem 7, 15 e 30 dias em relagédo aos valores médios de numero de linfocitos
marcados com caspase no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagoes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x Tl < 0,001 < 0,001 < 0,001
CONTROLE x Tl < 0,001 <0,001 0,001
TIxTI 0,001 0,075 0,102

Tabela 28 — Teste de Bonferroni para comparagées entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e Tll em relagcdo aos valores médios de
numero de linfécitos marcados com caspase no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagoes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE TI TIl
7x15 > 0,999 0,001 0,078
7 x30 > 0,999 0,227 < 0,001

15 x 30 > 0,999 0,314 0,232
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Grafico 15 — Numero de macréfagos marcados com caspase no parénquima
pulmonar (média + desvio padrao). Comparacéo entre os grupos Controle, Tl e
Tllem 7, 15 e 30 dias (ANOVA). TI, terapia I; Tll, terapia Il.
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Tabela 29 — Teste de Bonferroni para comparagdes entre os grupos Controle, Ti
e Tll em 7, 15 e 30 dias em relagdo aos valores médios de numero de
macrofagos marcados com caspase no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre grupos 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
CONTROLE x TI 0,203 0,018 0,003
CONTROLE x THI 0,004 0,101 0,057
TIxTH 0,408 > 0,999 0,505

Tabela 30 — Teste de Bonferroni para comparagées entre os tempos 7, 15 e 30
dias para os grupos Controle, Tl e Tll em relagdo aos valores médios de
numero de macréfagos marcados com caspase no parénquima pulmonar.

TESTE DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas Valor de p
entre tempos CONTROLE Tl TH
7 x15 <0,001 > 0,999 0,733
7 x 30 <0,001 > 0,999 > 0,999

15x 30 0,449 > 0,999 0,815
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6. Discussao

As drogas ciclosporina, azatioprina, prednisona, micofenolato e
tacrolimus, ja testadas isoladamente em nosso laboratério, alteraram de
alguma forma o aparelho mucociliar (Pazetti et al., 2008; Pego-Fernandes et
al., 2008; Paes e Silva et al.,, 2011 e Oliveira-Braga et al., 2012). Julgamos
oportuno dar continuidade a essa linha de pesquisa, avaliando a agdo dessas
drogas no esquema da terapia triplice, que € a forma que os pacientes de

transplante pulmonar recebem no seu tratamento pds-operatorio.

Existem dois esquemas principais de terapia triplice: o esquema
classico, com ciclosporina, azatioprina e prednisona, drogas descobertas e
usadas ha mais tempo (Cooper et al., 1987); e o esquema novo, constituido
pelas drogas tacrolimus, micofenolato e prednisona (Knoop et al., 2004;
Christie et al., 2010). Neste estudo chamamos o esquema novo de Terapia |l € 0

esquema classico de Terapia ll.

Estudos mostram que os pacientes que utilizam o esquema novo
apresentam uma maior sobrevida (lzbicki et al., 2002), menor incidéncia de
rejeicdo e da sindrome da bronquiolite obliterante (Gerbase et al, 2001;
Kobashigawa et al., 2006; Halloran et al., 2011). Porém, os dados referentes
aos efeitos colaterais dessas drogas ainda sao limitados, e sdo raros os
estudos desses efeitos, especificamente sobre o aparelho mucociliar. Por isso,
consideramos importante o estudo e comparagéo da influéncia desses dois

esquemas de terapia triplice na depuragado mucociliar das vias aéreas.
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O aparelho de depuragdo mucociliar do sistema respiratorio € formado
pelos cilios e pelo muco, e funciona basicamente pela interagdo desses dois
componentes. O muco deve possuir propriedades ideais, na sua viscosidade e
elasticidade, permitindo uma boa interagdo com as células ciliadas e com os
cilios, proporcionando um movimento que consiga empurrar o muco aderido
com agentes nocivos, ao longo da superficie epitelial das vias aéreas em
direcéo a faringe, consequentemente eliminando-as através da degluticdo, ou

ainda pela tosse e espirro (Macchione et al., 1995).

Havendo alteracbes na espessura ou na qualidade do muco, nos
movimentos ciliares, bem como na inervagéo e vascularizagao local, havera um
prejuizo no transporte mucociliar, ocasionando uma estagnacdo do muco
respiratério, podendo levar a infecgbes pulmonares (Peatfield e Richardson,

1983; Wagener e Headley, 2003; Bush et al., 2006).

Experimentalmente, existem algumas técnicas que podem ser usadas
para avaliar as propriedades viscoelasticas do muco respiratério. A avaliagcéo
da transportabilidade do muco em palato de ra é uma dessas técnicas e ja foi
usada diversas vezes em nossa linha de pesquisa (Pazetti et al., 2007, Pego-
Fernandes et al., 2008, Paes e Silva et al., 2011). A qualidade do muco também
pode ser avaliada por sua composi¢cdo quimica, por meio de corantes
especificos que evidenciam seu grau de neutralidade ou de acidez. A mudanca
na composicdo do muco pode estar relacionada com agentes poluentes,
toxinas e microorganismos (Macchione e Saldiva, 2006; Pires-Neto et al.,

20086).
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Neste estudo, observamos que o esquema novo da terapia triplice (TI)
afetou apenas agudamente (7 dias) a TM, n&o havendo diferenca em relagéo
ao grupo controle nos tempos mais tardios (15 e 30 dias). Ademais, ambas as
terapias alteraram a producdo de muco pelas células caliciformes, seja pelo
aumento da producdo de muco acido, seja pela diminuicdo da producéo de
muco neutro em todos os tempos estudados. Essas alteragcdes na producéo de
muco neutro e acido denotam uma situagdo de submiss&o das células
caliciformes do epitélio respiratorio a agentes téxicos, como poluentes ou, no

caso, drogas imunossupressoras.

Os estudos que investigaram a acéo isolada das drogas do esquema
classico mostraram que a ciclosporina (Pazetti et al., 2008), a azatioprina
(Pego-Fernandes et al., 2008) e a prednisona (Oliveira-Braga et al., 2012)
prejudicaram a qualidade do muco e sua transportabilidade, sendo que a
ciclosporina e a prednisona também diminuiram a produ¢do de muco nas vias
aéreas. Em corroboragdo a esses dados, estudos in vitro relataram que os
glicocorticoides diminuem a liberagdo e produgcdo de muco nas vias aéreas

(Marom et al., 1984; Roca-Ferrer et al., 2000).

Além disso, estudos mostraram que a prednisona diminuiu a expressao
de genes relacionados a producdo de mucinas constituintes do muco
respiratério (Marom et al., 1984), e que a betametasona suprimiu a produgéo
de muco pelas células caliciformes, além de reduzir os niveis de citocinas pro-
inflamatérias que, por sua vez, estimulam a producdo de muco (Kai et al., 1996
e Lu et al.,, 2005). Podemos inferir que essas alteragdes na producao de

proteinas que formam o muco s&o capazes de modificar suas caracteristicas
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viscoelasticas e, em consequéncia, estar diretamente relacionadas ao prejuizo

de sua transportabilidade pelas células ciliadas.

Em relagdo as drogas que compdem o esquema novo, os estudos sao
mais escassos e, apesar de um deles ter mostrado que o micofenolato néo
alterou a qualidade do muco (Paes e Silva et al., 2011), ndo encontramos na
literatura trabalhos que avaliem a acédo do tacrolimus na TM. Porém, dados
ainda ndo publicados por nosso grupo sobre a ac&o do tacrolimus, neste
mesmo modelo animal, mostraram que ele nao alterou a TM nem a produg¢ao
de muco neutro, mas causou um aumento significativo da produ¢cdo de muco
acido. Dessa forma, podemos inferir que o mesmo efeito observado no
presente estudo, em relagdo ao novo esquema triplice, pode ter sido devido a

acao do tacrolimus.

O outro componente do aparelho mucociliar, o cilio, € o responsavel
direto pela remogdo do muco. Algumas alteragbes da frequéncia e do padrédo
do batimento ciliar podem ser causadas por mudangas ultraestruturais dos
cilios, como auséncia dos bragos internos ou externos de dineina, dele¢do ou
transposicao de pares de microtubulos centrais ou periféricos, além de
mudangas na composi¢ao interna das células ciliadas. Tais alteragdes podem
resultar em estase de secre¢des e, consequentemente, infecgdes respiratorias

de repeticao (Litt, 1970; Chilvers et al., 2003).

Apesar de nao termos analisado a ultraestrutura dos cilios, no presente
estudo observamos que ambas as terapias prejudicaram a FBC apo6s 7 e 15
dias de tratamento, sendo que o esquema novo diminuiu a FBC mais

intensamente em 7 dias. Nos estudos ja realizados sobre os efeitos isolados
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das drogas do esquema classico, tanto a azatioprina (Pego-Fernandes et al.,
2008) como a prednisona (Oliveira-Braga et al., 2012) n&o alteraram a FBC.
Por outro lado, Pazetti et al. (2008) observaram que a ciclosporina diminuiu
significativamente a frequéncia dos cilios. Assim, € possivel supor que a
ciclosporina foi a responsavel pela a alteracao da FBC nesse esquema classico

no presente estudo.

Paradoxalmente, sabe-se que a ciclosporina influencia a concentracao
do calcio citoplasmatico (Mihatsh et al., 1998), fazendo com que ocorra uma
elevacgédo de calcio idbnico mediado por receptores de ATP, e provocando assim
um aumento da FBC (Sanderson e Dirksen, 1989; Hansen et al, 1993). No
entanto, parece haver também uma relagdo direta entre a citotoxicidade
induzida pela ciclosporina e mudangas na atividade de enzimas mitocondriais
(Sovcicova et al., 2002). Isso pode explicar a influéncia da ciclosporina sobre a
atividade das células do epitélio respiratorio, prejudicando o mecanismo de

batimento ciliar.

Em relagéo as drogas que compdem o esquema novo, o micofenolato
isoladamente n&o interferiu nos mecanismos de defesa do aparelho mucociliar;
porém, quando associado ao procedimento cirurgico de sec¢ao e anastomose
brénquica esquerda, houve uma diminuicdo da FBC no periodo de 7 e 30 dias
(Paes e Silva et al., 2011). Estudos mostram ainda que o tacrolimus, devido a
sua ligacado com a imunofilina FKBP12, pode ser responsavel também por
alteracbes no calcio citoplasmatico, o qual interfere no batimento ciliar

(Bultynck et al., 2000).
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O resultado da interacdo entre os dois principais componentes do
aparelho mucociliar ja analisados, cilios e muco, pode ser quantificado pela
medida da velocidade de transporte mucociliar in situ, constituindo uma medida
direta da capacidade de depuracao desse sistema. Dentre as diversas técnicas
disponiveis para analise da VTMC, optamos pela observacéo direta do
deslocamento de particulas aderidas ao muco ao longo do epitélio
traqueobronquico por unidade de tempo, devido a disponibilidade de
equipamento bem como pela grande experiéncia do nosso grupo na aplicagéo

da técnica.

Vale ressaltar que a depuragcdo mucociliar, para que seja eficiente,
depende de uma série de fatores, como a presencga de um epitélio integro com
funcionamento ciliar coordenado, adequada composi¢ao e tamanho da camada
periciliar, além de um muco com propriedades viscoelasticas ideais (Albertini-

Yagi et al., 2005).

Neste trabalho verificamos que ambos os esquemas, novo e classico,
prejudicaram a VTMC; porém, com o esquema classico houve um prejuizo
maior no periodo de 15 dias, sendo confirmado com os dados das drogas
estudadas isoladamente. Com efeito, a ciclosporina reduziu a VTMC
inicialmente, mas permitiu sua recuperagéo no periodo de 30 e 90 dias (Pazetti
et al.,, 2007). De maneira semelhante, a azatioprina diminuiu a VTMC no
periodo de 7 dias, mas ndo teve o mesmo efeito apés 15 e 30 dias de
tratamento (Pego-Fernandes et al., 2008). Por outro lado, a prednisona nao
alterou a VTMC em nenhum dos momentos avaliados (Oliveira-Braga et al.,

2012). Isso nos sugere que a ciclosporina e a azatioprina juntas causam esse
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prejuizo inicial da VTMC, que se recupera apdés 30 dias de uso dessas

medicacoes.

Em relacédo as drogas do esquema novo, um estudo mostrou que o
micofenolato ndo alterou a VTMC quando administrado isoladamente aos
animais (Paes e Silva et al., 2011). Entretanto, o tratamento com tacrolimus
causou a diminuicdo da VTMC aos 7, 15 e 30 dias (dados nao publicados).
Dessa forma, podemos supor que o tacrolimus foi o responsavel pela
diminuicdo da VTMC dos animais tratados com o esquema novo de

imunossupressao em nosso estudo.

Acreditamos que as alteragbes dos componentes do aparelho
mucociliar, observadas no presente estudo, podem ser decorrentes tanto da
acao toxica direta das drogas imunossupressoras quanto de uma acgéo indireta,
devido ao aumento da susceptibilidade a infecgbes e agentes toxicos presentes
no ar inalado. De fato, os animais usados no presente estudo sdo de padréo
sanitario convencional, o que significa que ndo sdo mantidos em condi¢des

totalmente assépticas no ambiente do biotério.

Apesar de haver um sistema de filtracdo e circulagcdo de ar no interior
das salas onde os animais s&o mantidos, devido a entrada e saida de
pesquisadores no ambiente sem medidas de higienizacdo e desinfeccgéo,
comuns em biotérios de niveis sanitarios mais elevados, o ar que os animais
respiram tem a mesma composi¢cdo que o ar ambiente externo, ou seja, com
todos os microorganismos e poluentes proprios da regido. Além disso, os

animais ja possuem uma microbiota prépria associada, a qual pode se
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manifestar em situagcdes de baixa imunidade do animal, como é o caso do

presente estudo.

A investigagdo de agentes infecciosos presentes no parénquima
pulmonar e nas vias aéreas dos animais néo fazia parte dos nossos objetivos
iniciais. Porém, amparados pelo parecer de dois patologistas, julgamos que a
analise da presenca de células inflamatérias ajudaria a identificar situacées de
infeccdo e lesao tecidual. Por isso, realizamos a tipagem e quantificacdo de
células inflamatérias no fluido do lavado broncoalveolar e em cortes do tecido
pulmonar, obtendo informagbes importantes para o entendimento dos efeitos

adversos dessas drogas imunossupressoras.

De fato, a contagem celular no LBA revelou uma situagcéo bastante
alterada nos animais imunossuprimidos, principalmente em relagcdo a terapia
nova. O numero de linfocitos, ao contrario do que se poderia esperar, foi maior
nos animais do grupo Tl avaliados em 7 dias, em relagdo ao grupo controle.
Além disso, o numero de macréfagos, neutréfilos e células totais também foi
maior apds o uso da Terapia | em 15 e 30 dias em comparagéo aos outros dois

grupos, ndo havendo diferenga entre estes.

Esses resultados foram coincidentes com os achados no tecido
pulmonar, no qual o numero de células mono e polimorfonucleares em todos os
tempos estudados foi maior nos animais tratados com a Terapia |. Porém, ao
contrario do observado no LBA, na maioria dos momentos avaliados, a Terapia

Il também causou um aumento de células mono e polimorfonucleares.

Dessa forma, quando analisamos o conjunto desses dados, podemos

inferir que o pulmao dos animais imunossuprimidos foi acometido por um maior
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influxo de células inflamatorias ao ponto de serem detectadas inclusive no LBA.
Esses achados sao corroborados por um estudo que mostrou haver associagao
entre a toxicidade pulmonar induzida por uma droga imunossupressora € a
inflamacéo linfocitica e granulocitica observadas tanto no LBA quanto nas

biépsias de pulmao (Zaas, 2009).

Cabe ressaltar ainda que ndo houve diferenca entre os grupos em
relacdo ao numero de células ciliadas e caliciformes presentes no LBA, o que
parece indicar a integridade do tecido epitelial traqueobrénquico mesmo com o
tratamento com drogas imunossupressoras e na presenga de um processo

inflamatoério.

As analises de proliferacdo e apoptose de linfécitos e macréfagos no
tecido pulmonar também foram bastante elucidativas, mostrando que o nimero
de linfocitos em proliferagéo foi reduzido em aproximadamente 50% por ambas
as terapias nos 3 tempos avaliados. J& o numero de linfécitos apoptoticos
aumentou 3 a 4 vezes nos ratos imunossuprimidos em relagédo aos do grupo

controle.

Esses dados indicam que as doses utilizadas de cada droga foram
efetivas em cumprir sua fungdo imunossupressora, essencial para 0 sucesso
dos transplantes, ao mesmo tempo inibindo a proliferacao e induzindo a morte

celular programada de linfocitos (Reichenspurner, 2005).

Por sua vez, o numero de macréfagos em proliferacdo foi maior nos
animais tratados por 15 dias com a terapia Il em relagdo aos que foram

tratados por apenas 7 dias e em relagcdo aos demais grupos também tratados
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por 15 dias. Além disso, esse numero aumentou ao longo do tempo inclusive

no grupo controle avaliado aos 30 dias em comparacgao ao de 7 dias.

Dessa forma, parece haver uma confirmagdo do que dissemos
anteriormente sobre a possibilidade de desenvolvimento de infecgdes
oportunistas nos animais com padrédo sanitario convencional, principalmente

quando estdo imunossuprimidos.

Tais analises ndo foram realizadas nos estudos anteriores, o que
prejudica a comparag¢ao com o efeito isolado de cada droga. No entanto, pode-
se supor que a maior presenca de células inflamatérias no LBA e no tecido
pulmonar desses animais contribuiu significativamente com as alteragbes
observadas dos componentes do epitélio respiratorio responsaveis pela

depurag&o mucociliar.

Acreditamos que os resultados obtidos neste estudo séo suficientes para
mostrar que o comprometimento do sistema mucociliar em decorréncia do uso
de drogas imunossupressoras € real, mas que novos estudos s&o necessarios
para elucidar o mecanismo de acéo intracelular de cada uma dessas drogas
sobre as células que compdem o epitélio respiratério. Somente com a
identificacdo das rotas bioquimicas sera possivel estabelecer estratégias de
bloqueio da ac¢ao indesejavel dessas drogas na produ¢do do muco respiratorio
e na estrutura e no funcionamento dos cilios presentes nesse tecido, a fim de
reduzir os indices de morbidade e mortalidade dos pacientes receptores de

enxerto pulmonar em decorréncia de infecgdes respiratorias.
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7. Conclusoes

Em relacéo as analises realizadas, podemos concluir que:

v

Ambas as terapias causaram a diminuicdo da FBC em 7 e 15 dias;
Ambas as terapias causaram a diminui¢cdo da VTMC em 7 e 15 dias;
Apenas a Tl causou alteracdo da TM em 7 dias;

Ambas as terapias causaram a diminuicdo da produc&o de muco
neutro e o aumento de muco acido, sendo a ag¢ao da Tl mais

pronunciada;

Apenas a Tl causou o aumento do numero de macrofagos,

neutrdfilos e células totais no LBAem 7 e 15 dias;

Ambas as terapias causaram um aumento no numero de células
mononucleares e polimorfonucleares no parénquima pulmonar em
todos os tempos estudados. Aléem disso, na comparagao entre as
terapias, o grupo TI apresentou maior numero de células

mononucleares em 7 dias e polimorfonucleares nos 3 tempos;

Ambas as terapias causaram diminuicao da proliferagdo e aumento
da apoptose dos linfocitos no parénquima pulmonar em 7, 15 e 30

dias.

Apenas a Tl causou um aumento do niumero de macréfagos em

apoptose no parénquima pulmonar em 15 e 30 dias.
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Background. Tacrolimus and mycophenolate have
now become the most widely used combination for
maintenance immunosuppressive regimens after lung
transplantation in comparison with cyclosporine and
azathioprine. However, limited information is available
with respect to their effects on cells, other than those from
the immunologic compartment. We hypothesized that
different triple therapies could have different effects on
airway mucociliary clearance, playing an important role in
respiratory infections observed after lung transplantation.

Methods. Ninety rats were assigned to three groups
(n = 30 each): control = vehicle, therapy 1 =
tacrolimus + mycophenolate + prednisone, and therapy
2 = cyclosporine + azathioprine + prednisone. After 7,
15, or 30 days of treatment by gavage, the animals
were killed and the following parameters were stud-
ied: mucus transportability, ciliary beating frequency,

ccording to the International Society of Heart and
Lung Transplantation Registry, almost all patients
undergoing lung transplantation (LTx) receive mainte-
nance triple therapy consisting of a calcineurin inhibitor,
an antimetabolite, and a steroid. Nowadays, the combi-
nation of tacrolimus (TAC), mycophenolate sodium
(MPS), and prednisone is the most widely used interna-
tionally [1]. Some studies show the superiority of this
regimen over the combination of cyclosporine (CsA)
with azathioprine (AZA) combination in preventing
acute rejection episodes and in improving pulmonary
function; however, no specific survival advantage has
thus far been consistently demonstrated [2-6].
Although immunosuppression is crucial to avoid graft
rejection, prolonged use of these immunosuppressive
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mucociliary transport velocity, and neutral and acid
mucus production.

Results. There was a significant decrease in ciliary
beating frequency, mucociliary transport velocity, and
neutral mucus production in all immunosuppressed
animals; indeed, both therapies, mainly therapy 1, caused
an increase in acid mucus production for as long as
15 days of treatment.

Conclusions. Both triple therapies impaired airway
mucociliary clearance of rats, but therapy 1 had a more
deleterious effect. These data suggest that these unde-
sirable effects can contribute to the high incidence
of respiratory infections observed in patients undergoing
lung transplantation.

(Ann Thorac Surg 2013;96:473-7)
© 2013 by The Society of Thoracic Surgeons

agents can cause several side effects, such as malignancy,
renal failure, neurotoxicity, hepatotoxicity, and infections
[7-9]. Infection complications are the major cause of
mortality between 31 days and 1 year after LTx [1], and
65% of these complications are related to the respiratory
tract [7].

Mucociliary clearance (MCC) is an essential defense
mechanism of the respiratory tract and continuously
removes any inhaled particle from the external environ-
ment, such as pollutants or pathogenic microorganisms.
The mucociliary apparatus is composed of two principal
elements, mucus and cilia, which work together to
maintain the cleaning of the respiratory tree. Any
disruption in this coordinated action can cause stagnation
of the mucus, facilitating the proliferation of viruses and
bacteria [10].

We have previously tested some of the most widely
used immunosuppressant drugs in a simple drug
regimen and have shown that they have different dele-
terious effects on MCC [11-17]. The present study aimed
to verify whether these drugs have the same effects when
administered in a triple regimen and to compare the
effects of the two principal maintenance triple therapies
on airway MCC.
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Material and Methods

Experimental Design

Ninety male Wistar rats (300 g + 25 g) were equally
divided in three groups: control (C) = saline solution
0.9% (Baxter, Sao Paulo, Brazil); therapy 1 (T1) = TAC
1 mg/kg (Prograf, Janssen-Cilag, Killorglin, Ireland) +
MPS 30 mg/kg (Myfortic, Novartis, Stein, Switzerland) +
prednisone 1.25 mg/kg (Corticorten, Neoquimica, Anapolis,
Brazil); and therapy 2 (T2) = CsA 10 mg/kg (Sigmasporin
Microral, EMS, Hortolandia, Brazil) + AZA 3 mg/kg
(Imuran, Excella GmbH, Nuremberg, Germany) + pred-
nisone 1.25 mg/kg). The animals were maintained accord-
ing to the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals [18]. Our institution’s ethical committee approved
the protocol.

Therapy

All animals were daily anesthetized with isoflurane 2%
(Isoforine, Cristalia, Itapira, Brazil) to facilitate drug
administration by gavage during 7, 15, or 30 days.

Euthanasia

After 7, 15, or 30 days of treatment, 10 animals from each
group were anesthetized with intraperitoneal pentobar-
bital (50 mg/kg) and euthanized by exsanguination,
according to the Report of the American Veterinary
Medicine Association Panel on Euthanasia [19].

Data Collection and Analysis

The lungs were excised from the thoracic cavity, and the
following data were collected according to our previous
reports [11-17].

1. Mucus transportability (MT): mucus samples were
collected from the left and right mainstem bronchi
and tested in vitro in a bullfrog palate model.

2. Ciliary beating frequency (CBF): after mucus collec-
tion, the ventral wall of the tracheobronchial tree was
opened to expose the respiratory epithelium, and CBF
was measured by synchronization between a strobo-
scope (Machine Vision Strobe, Cedarhurst, NY)
flashlight and movement of the cilia.

3. Mucociliary transport velocity (MCTV): just after CBF
analysis, by use of a light microscope (Olympus,
BX50, Tokyo, Japan) fitted with a micrometer scale,
MCTV was measured by direct view of particles
trapped on the mucus layer moving across airways.

4. Neutral and acid mucus production: serial sections
from tracheobronchial tissue were obtained and
stained with periodic acid-Schiff and Alcian blue to
reveal neutral and acid mucus production by goblet
cells. The analysis was performed with Image Pro
Plus program [11].

All data were analyzed with the Statistic Package
for Social Sciences for Windows (SPSS 13.0 version)
program. The Kolmogorov-Smirnov and Levene tests
were used to verify the normality and homogeneity of
variance, respectively. Two-way analysis of variance was
used to verify the interference and interaction of the
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parametric data, and comparisons among groups were
performed with a Bonferroni post-test. Kruskal-Wallis
and Mann-Whitney tests with correction of Bonferroni
were used to analyze nonparametric data. The results are
expressed as mean =+ standard deviation (SD) or median
and interquartile range (IQ, 25% to 75%). A p value less
than 0.05 was considered significant.

Results

There was a significant increase in MT after 7 days of
treatment with T1 in comparison with T2 (p = 0.042) and
C (p = 0.047) (Fig 1). Both therapies caused a decrease in
CBF after 7 days (C vs T1, p < 0.001; C vs T2, p = 0.043; T1
vs T2, p = 0.001) and 15 days of treatment (C vs T1 and T2,
p < 0.001; T1 vs T2, p = 0.045) (Fig 2). There was an
overproduction of acid mucus in all immunosuppressed
animals for as long as 30 days of therapy (7 days: C vs
T1 and T2, p < 0.001; 15 days: C vs T1, p = 0.009;
30 days: C vs T1 and T2, p < 0.001) (Fig 3). By contrast,
neutral mucus  production was  significantly
downregulated by T1 at all studied time points (7 days:
C vs T1 and T2, p < 0.001; 15 days: C vs T1, p = 0.036;
30 days: C vs T1, p = 0.027). The same occurred in
T2-treated animals only after 7 days (Fig 4). The MCTV
was slower in T1 and T2 groups than in the C group
after 7 days (C vs T1, p < 0.001; C vs T2, p = 0.003; T1
vs T2, p < 0.001) and 15 days of treatment (C vs T1 and
T2, p < 0.001) (Fig 5).
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Fig 1. Mucus transportability (mean + standard deviation) in rats
treated with saline (Control, blue bars), TAC + MPS + prednisone
(T1, green bars), or CsA + AZA + prednisone (T2, khaki bars) for 7,
15 or 30 days. There was a significant difference between groups: *vs
C, p = 0.047; **vs T2, p = 0.042. (AZA = azathioprine;

CsA = cyclosporine; MPS = mycophenolate sodium; MT = mucus
transportability; TAC = tacrolimus; T1 = therapy group 1; T2 =
therapy group 2.)
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Fig 2. Ciliary beating frequency (mean =+ standard deviation) in rats
treated with saline (Control, blue bars), TAC + MPS + prednisone
(T1, green bars,) or CsA + AZA + prednisone (T2, khaki bars) for 7,
15, or 30 days. There was a significant difference between groups: *vs
C: 7 days: T1, p < 0.001, and T2, p = 0.043; 15 days: T1 and T2

p < 0.001; **vs T2: 7 days p < 0.001; 15 days p = 0.045. Comparison
over time: #vs 15 days p < 0.001; ##vs 30 days p = 0.001. (AZA =
azathioprine; CBF = ciliary beating frequency; CsA = cyclosporine;
MPS = mycophenolate sodium; TAC = tacrolimus; T1 = therapy
group 1; T2 = therapy group 2.)

Comment

Several studies have investigated the effects of immuno-
suppressant drugs on cells other than those from the
immunologic compartment. Actually, airway epithelial
cells are of special interest because they are part of the
mucociliary system, which is responsible for maintaining
the airways free of impurities, and any disturbance in its
components may hinder the removal of these impurities
and lead to respiratory tract infections [10]. We have
previously demonstrated the negative effects of some
immunosuppressive drugs on the airway MCC of rats
when administered in a single-drug regimen [11-17]. In
the present study, we observed the similar effects of two
triple regimens, mainly in regard to TAC-based therapy.

Some clinical studies have shown impairment of MCC
after LTx [20-22]. However, they did not determine the
contribution of each component of the mucociliary system
in this dysfunction. In previous experimental studies in
rats, we have reported the deleterious effects of two factors
involved in LTx: bronchial section and immunosuppres-
sion. After bronchial section and reanastomosis, there was
a marked decrease of MCC, caused in part by alterations in
surface properties of the mucus [23].

With regard to immunosuppression, several agents have
been tested in this model, and we observed the charac-
teristic effects of each drug. CsA caused a decrease in CBF,
mucus production, and MCTV for as long as 90 days of
treatment [11-13]. By contrast, AZA had deleterious effects
on MCC only 7 days after bronchial section, but it showed
a protective effect of the mucus rheologic properties for as
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Fig 3. Acid mucus production (median and interquartile range, 25%
to 75%) in rats treated with saline (Control, blue bars), TAC +
MPS + prednisone (T1, green bars), or CsA + AZA + prednisone
(T2, khaki bars) for 7, 15, or 30 days. There was a significant
difference between groups: *vs C: 7 days: T1 and T2, p < 0.001; 15
days: T1, p = 0.009; 30 days: T1 and T2, p = 0.001. (AZA =
azathioprine; CsA = cyclosporine; MPS = mycophenolate sodium;
TAC = tacroimus; T1 = therapy group 1; T2 = therapy group 2.)

long as 30 days of treatment [14]. In turn, MPS did not alter
mucus viscoelastic properties, but it caused a significant
decrease of both CBF and MCTV for as long as 30 days
[15]. The opposite effects were observed in rats treated
with prednisone, which means that this corticosteroid
changed the mucus properties, causing a decrease in MT
but, interestingly, did not affect the CBF and MCTV [17].
Furthermore, we have partial results from the isolated
effects of TAC that show a significant impairment of
MCC by reducing MT, CBF, MCTV, and neutral mucus
production and by overregulating acid mucus production
(data not published).

In the present study, it seems that the combination of
these drugs resulted in a synergistic effect on MCC
impairment. Although both therapies caused slower CBF
for as long as 15 days, the decrease in CBF at 7 days was
more significant in the animals treated with T1. We could
hypothesize that a decreased CBF would be sufficient to
explain MCC impairment after LTx; however, we found
conflicting studies either confirming [20-22] or rejecting
[24] this hypothesis. It is well known that ciliary activity
depends on the oscillation in intracellular calcium
concentration ([Ca*'];) [25], which is increased by ATP,
a purinergic agonist [26]. One study demonstrated that
TAC, but not CsA, inhibited ATP-induced [Ca®']; oscil-
lations in cow tracheal epithelium [27].

Our results also showed that acid mucus was equally
overproduced after treatment with both therapies for
as long as 30 days. However, neutral mucus production
was downregulated by T1 in all time points, whereas
T2 had this effect only after 7 days of treatment. As
a consequence of respiratory diseases, or other factors
such as pollutants and drug toxicity, which might harm or
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Fig 4. Neutral mucus production (median and interquartile range,
25% to 75%) in rats treated with saline (Control, blue bars), TAC +
MPS + prednisone (T1, green bars), or CsA + AZA + prednisone
(T2, khaki bars) for 7, 15, or 30 days. There was a significant
difference between groups: *vs C: 7 days: T1 and T2, p < 0.001; 15
days: T1, p = 0.036; 30 days: T1, p = 0.027; **vs T1: 7 days,

p = 0.019. Comparison over time: #vs 7 days, p = 0.007.

(AZA = azathioprine; CsA = cyclosporine; MPS = mycophenolate
sodium; TAC = tacrolimus; T1 = therapy group 1; T2 = therapy
group 2.)

damage the respiratory epithelium, an increase in the
number of cells of mucous secretion and a decrease in the
number of ciliated and serous cells can occur. In this
situation, acids and sulfated mucopolysaccharides are
overproduced, altering the physicochemical characteris-
tics of the mucus, which becomes more acidic. Moreover,
the periciliary layer of mucus becomes shorter, and the
cilia have difficulty in performing their strokes of pro-
pulsion and recovery. Thus, the removal and disposal of
microorganisms are reduced, favoring infectious processes
[28]. Data from the most recent International Society of
Heart and Lung Transplantation Registry showed that
noncytomegalovirus infections remain the leading cause
of death within 1 to 12 months after LTx [1]. Further,
65% of these infections involve the respiratory system
[7], and bacterial bronchopulmonary infections constitute
approximately half of all complications [29].

The extensive use of TAC, MPS, and prednisone as
a new scheme in LT, instead of the conventional scheme
composed of CsA, AZA, and prednisone, has occurred in
recent years without expressive clinical evidence to
substantially support a single agent over another or
a combination regimen protocol over another. Few
studies have compared these agents concerning both the
efficacy in avoiding graft rejection and the presence and
intensity of side effects [2-6]. Although the majority of
these studies have shown a trend to better results with
TAC-based therapy, none of them were able to detect
a survival advantage of this regimen over CsA. Curiously,
one study showed that TAC was associated with
a reduced risk for bronchiolitis obliterans, but the
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Fig 5. Mucociliary transport velocity (median and interquartile
range, 25% to 75%) in rats treated with saline (Control, blue bars),
TAC + MPS + prednisone (T1, green bars), or CsA + AZA +
prednisone (T2, khaki bars) for 7, 15, or 30 days. There was

a significant difference between groups: *vs C: 7 days: T1, p < 0.001,
and T2, p = 0.003; 15 days: T1 and T2, p < 0.001; **vs T2, p < 0.001.
Comparison over time: #vs 7 days, p = 0.007. (AZA = azathioprine;
CsA = cyclosporine; MCTV = mucociliary transport velocity;

MPS = mycophenolate sodium; TAC = tacrolimus; T1 = therapy
group 1; T2 = therapy group 2.)

survival in the CsA-treated group was marginally greater
[6]. Therefore, altogether, it seems that short-term and
long-term drug efficacy is not a good endpoint to enable
determination of the best immunosuppressive regimen.
Instead, the characteristic side effects of each drug could
be alternatively considered when the best combination
for LTx recipients is being chosen.

We conclude that both triple therapies impaired airway
MCC of rats for as long as 15 days either by decreasing
CBF, MCTV, and neutral mucus production or by
increasing acid mucus production. Actually, the negative
side effects from therapy 1 (TAC + MPS) were more
pronounced than those from therapy 2 (CsA + AZA). Our
results suggest that these immunosuppressive therapies
could be related to the high rate of respiratory infections
observed after LTx resulting from its side effects on the
airway mucociliary system. Of course, the use of immu-
nosuppressive drugs is mandatory to ensure graft and
patient survival. However, we believe that special atten-
tion must be devoted by clinicians to choose the appro-
priated regimen for each patient based on the specific
side effects of each drug.
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Ann Thorac Surg
2013;96:473-7

Paulo Foundation (FAPESP), Sao Paulo, SP, Brazil. Francine M.
Almeida received research grants from the Scientific Department
of Heart Institute (InCor).

References

1. Christie JD, Edwards LB, Kucheryavaya AY, et al. The
Registry of the International Society for Heart and Lung
Transplantation: twenty-eighth official adult lung and heart-
lung transplant report-2011. ] Heart Lung Transplant 2011;30:
1104-22.

2. Keenan RJ, Konishi H, Kawai A, et al. Clinical trial of
tacrolimus versus cyclosporine in lung transplantation. Ann
Thorac Surg 1995;60:580-5.

3. Zuckermann A, Reichenspurner H, Birsan T, et al. Cyclo-
sporine A versus tacrolimus in combination with mycophe-
nolate mofetil and steroids as primary immunosuppression
after lung transplantation: one-year results of a 2-center
prospective randomized trial. ] Thorac Cardiovasc Surg
2003;125:891-900.

4. Reichenspurner H. Overview of tacrolimus-based immuno-
suppression after heart or lung transplantation. ] Heart Lung
Transplant 2005;24:119-30.

5. Korom S, Boehler A, Weder W. Immunosuppressive therapy
in lung transplantation: state of the art. Eur ] Cardiothorac
Surg 2009;35:1045-55.

6. Treede H, Glanville AR, Klepetko W, et al. Tacrolimus and
cyclosporine have differential effects on the risk of devel-
opment of bronchiolitis obliterans syndrome: results of
a prospective, randomized international trial in lung trans-
plantation. ] Heart Lung Transplant 2012;31:797-804.

7. Speich R, van der Bij W. Epidemiology and management of
infections after lung transplantation. Clin Infect Dis
2001;33(Suppl1):S58-65.

8. Taylor JL, Palmer SM. Critical care perspective on immu-
notherapy in lung transplantation. ] Intensive Care Med
2006;21:327-44.

9. Aguilar-Guisado M, Givald J, Ussetti P, et al. Pneumonia
after lung transplantation in the Resitra cohort: a multicenter
prospective study. Am ] Transplant 2007;7:1989-96.

10. Randell SH, Boucher RC. Effective mucus clearance is
essential for respiratory health. Am ] Resp Cell Mol Biol
2006;35:20-8.

11. Pazetti R, Pego-Fernandes PM, Ranzani OT, et al. Cyclo-
sporin A reduces airway mucus secretion and mucociliary
clearance in rats. Clinics (Sao Paulo) 2007;62:345-52.

12. Xavier AM, Pégo-Fernandes PM, Correia AT, et al. Influence
of cyclosporine A on mucociliary system after lung trans-
plantation in rats. Acta Cir Bras 2007;22:465-9.

PRADO E SILVA ET AL 477
IMMUNOSUPPRESSION IMPAIRS MUCUS CLEARANCE

13. Pazetti R, Pégo-Fernandes PM, Lorenzi-Filho G, et al. Effects
of cyclosporine A and bronchial transection on mucociliary
transport in rats. Ann Thorac Surg 2008;85:1925-9.

14. Pego-Fernandes PM, Said MM, Pazetti R, et al. Effects of
azathioprine on mucociliary clearance after bronchial section
and anastomosis in a rat experimental model. ] Bras Pneumol
2008;34:273-9.

15. Silva VFP, Pazetti R, Soto SF, et al. Effects of mycophenolate
sodium on mucociliary clearance using a bronchial section
and anastomosis rodent model. Clinics 2011;66:1451-5.

16. Braga KA, Nepomuceno NA, Correia AT, Jatene FB, Pégo-
Fernandes PM. The effects on mucociliary clearance of predni-
sone associated with bronchial section. Clinics 2012;67:647-51.

17. Braga KA, Nepomuceno NA, Correia AT, Jatene FB,
Pégo-Fernandes PM. Effects of prednisone on mucociliary
clearance in a murine model. Transplant Proc 2012;44:2486-9.

18. 1996 NRC Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals. Available at http://www.nap.edu/readingroom/
books/labrats/contents.html. Accessed Jan 22, 2010.

19. Amass KD, Beaver BV, Bennett BT, et al. Report of the AVMA
panel on euthanasia. ] Am Vet Med Assoc 2001;218:669-96.

20. Read RC, Shankar S, Rutman A, et al. Ciliary beat frequency
and structure of recipient and donor epithelia following lung
transplantation. Eur Respir J 1991;4:796-801.

21. Veale D, Glasper PN, Gascoigne A, Dark JH, Gibson GJ,
Corris PA. Ciliary beat frequency in transplanted lungs.
Thorax 1993;48:629-31.

22. Laube BL, Karmazyn Y], Orens JB, Mogayzel Jr PJ. Albuterol
improves impaired mucociliary clearance after lung trans-
plantation. ] Heart Lung Transplant 2007;26:138—44.

23. Rivero DH, Lorenzi-Filho G, Pazetti R, Jatene FB, Saldiva PH.
Effects of bronchial transection and anastomosis on muco-
ciliary system. Chest 2001;119:1510-5.

24. Dolovich M, Rossman C, Chambers C, Grossman R,
Newhouse M, Maurer J. Mucociliary function in patients
following single lung or lung/heart transplantation. Am Rev
Respir Dis 1987;135(Suppl):A363.

25. Di Benedetto G, Magnus CJ, Gray PT, Mehta A. Calcium
regulation of ciliary beat frequency in human respiratory
epithelium in vitro. ] Physiol 1991;439:103-13.

26. Hayashi T, Kawakami M, Sasaki S, et al. ATP regulation of
ciliary beat frequency in rat tracheal and distal airway
epithelium. Exp Physiol 2005;90:535—-44.

27. Kanoh S, Kondo M, Tamaoki J, et al. Effect of FK506 on ATP-
induced intracellular calcium oscillations in cow tracheal epi-
thelium. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 1999;276:1.891-9.

28. Saldiva PH. Aparelho mucociliar: Aspectos funcionais e
métodos de estudo. ] Pneumol 1990;16:161-70.

29. Nakajima T, Palchevsky V, Perkins DL, Belperio JA, Finn PW.
Lung transplantation: infection, inflammation, and the
microbiome. Semin Immunopathol 2011;33:135-56.

DISCUSSION

DR ROBERT D. DAVIS, JR (Durham, NC): Do you have any
data regarding the role of the individual agents, ie, if you use just
steroids as compared with just mycophenolate or Imuran as
compared with the calcineurin inhibitors?

And the second question, did you measure actual drug levels of
your dosaging? So after you gave the dose, did you actually
measure, for instance, the FK level, cyclosporine level, et cetera?

DR PEGO-FERNANDES: Thank you for the questions. Yes, we
have studied the isolated effects of these drugs, and all data were
already published. Actually, one of these studies was presented
at the 44th STS and was published in The Annals of Thoracic
Surgery.

Now, by suggestion of one of the reviewers of The Annals of
Thoracic Surgery, we studied the effects of these drugs in a triple

regimen. These results that I showed you are part of our study
where we analyzed both triple therapies at 7, 15, and 30 days.
And we saw that the negative effects of the therapy with tacro-
limus and mycophenolate were worse than those with cyclo-
sporine and azathioprine. We are submitting these data to The
Annals of Thoracic Surgery.

DR DAVIS: And the dosage in terms of the actual levels?

DR PEGO-FERNANDES: Yes, sorry, I forgot your second ques-
tion. No, we did not perform this dosage. We used the same drug
doses from our previous studies and from the literature.

DR DAVIS: Thank you.
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