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RESUMO

Correia AT. Efeitos do basiliximab com e sem a terapia triplice na
depuragdo mucociliar das vias aéreas de ratos: estudo
experimental [tese]. Sa&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2017.

Introducdo: Uma imunossupressao eficaz € fundamental para a
sobrevivéncia do paciente apds o transplante de pulmdo. Estudos
prévios demonstraram que drogas imunossupressoras Ccomo
ciclosporina A, tacrolimo, micofenolato de sdédio e prednisona
prejudicaram a depuracgio das vias aéreas de ratos. Para prevenir a
rejeicdo aguda, o basiliximab tem sido utilizado como terapia de
inducao previamente ao transplante de pulmao em muitos centros
ao redor do mundo. Entretanto, existem poucos trabalhos
reportando seus efeitos adversos. Objetivo: Avaliar se o basiliximab
isolado e em conjunto com a terapia triplice (tacrolimo, micofenolato
de sddio e prednisona) causa efeitos adversos no aparelho
mucociliar traqueobrdnquico, alterando a depuracdo mucociliar das
vias aéreas de ratos. Método: Oitenta ratos foram distribuidos em
quatro grupos conforme o tratamento: Controle, Basiliximab, Triplice
e Basiliximab+Triplice; e dois subgrupos de acordo com o tempo de
tratamento: 7 e 15 dias. Apds o periodo de tratamento, os animais
foram eutanasiados e as seguintes analises foram realizadas:
analise do lavado broncoalveolar, frequéncia de batimento ciliar
(FBC), velocidade de transporte mucociliar (VTMC),
transportabilidade do muco in vitro, histologia, expressao do gene
Mucb5ac, concentragdo da proteina mucina do gene Mucbac e
avaliacdo de apoptose celular no epitélio das vias aéreas.
Resultados: Nao houve alteragcdo do numero de leucdcitos no
lavado broncoalveolar e da FBC entre os grupos. Ja a VTMC foi
menor nos grupos Basiliximab e Basiliximab+Triplice tratados por 7
dias, enquanto nos animais tratados por 15 dias a velocidade foi
menor nos grupos Tripice e Basiliximab+Triplice. O transporte do
muco in vitro foi menor no grupo Basiliximab+Triplice tratado por 15
dias. A porcentagem dos mucos acido e neutro nao foi diferente
entre os grupos tratados por 7 e 15 dias, 0 mesmo ocorreu para a
expressao e concentracido da proteina mucina do gene Mucb5ac. Os
grupos Triplice e Basiliximab+Triplice tratados por 7 e 15 dias,
respectivamente, apresentaram numero maior de células



apoptéticas no epitélio da via aérea. Conclusdao: A droga
basiliximab, isolada e em conjunto com a terapia triplice, prejudicou
o aparelho mucociliar traqueobrénquico de ratos, especificamente a
depuragao mucociliar.

Descritores: Transplante de pulmao; Imunossupressores;
Depuracdo mucociliar; Muco; Células caliciformes; Mucina-5AC;
Basiliximab; Modelos animais; Ratos.
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ABSTRACT

Correia AT. Effects of basiliximab with and without triple therapy on
mucociliary clearance of the airway of rats: experimental
study [thesis]. Sdo Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo"; 2017.

Introduction: Optimal immunosuppression is critical to the survival
of the patient after lung transplantation. Previous studies showed
that immunosuppressive drugs such as cyclosporine, tacrolimus,
sodium mycophenolate and prednisone impaired mucociliary
clearance of rats. To prevent acute rejection, basiliximab has been
used as induction therapy before lung transplantation in many
centers around the world. However, there are few studies reporting
its side effects. Objective: Evaluate if basiliximab alone and in
combination with triple therapy (tacrolimus, sodium mycophenolate
and prednisone) causes adverse effects on the tracheobronchial
mucociliary apparatus by impairing airways mucociliary clearance of
rats. Method: Eighty rats were divided into four groups according to
treatment: Control, Basiliximab, Triple and Basiliximab+Triple; and
according to the treatment time: 7 and 15 days. After the treatment
period, the animals were euthanized and the following
analyzes were performed: bronchoalveolar lavage, ciliary beating
frequency (CBF), mucociliary transport velocity (MCTV), mucus
transportability rate in vitro, hystology, Mucb5ac gene expression,
concentration of the mucin protein of the Mucbac gene and
evaluation of cellular apoptosis in the airway
epithelium. Results: There was no alteration in the number of
leukocytes in the bronchoalveolar lavage fluid and the CBF between
groups. The MCTV was Ilower in the Basiliximab and
Basiliximab+Triple groups treated for 7 days, while the velocity was
lower in the Triple and Basiliximab+Triple groups treated for 15
days. The mucus transportability rate in vitro was lower in the
Basiliximab+Triple group treated for 15 days. There was no
difference in percentage of both acidic mucus and neutral mucus
between groups treated for 7 and 15 days. Also, there was no
difference in the expression and concentration of the mucin of the
Muc5ac gene. The Triple and Basiliximab+Triple groups treated for 7



and 15 days, respectively, had a higher number of apoptotic cells in
the airway epithelium. Conclusion: The basiliximab, alone and in
conjunction with triple therapy, impaired the tracheobronchial
mucociliary apparatus of rats, specifically the mucociliary clearance.

Descriptors: Lung transplantation; Immunosuppressive agents;
Mucociliary clearance; Mucus; Goblet cells; Mucin 5AC; Basiliximab;
Models, Animal; Rats.



1 INTRODUCAO



INTRODUGAO 2

1 INTRODUGAO

O transplante de pulmao é uma alternativa terapéutica para pacientes
com pneumopatias crénicas nao-neoplasicas em estagio terminal, como
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), fibrose pulmonar idiopatica,
fibrose cistica e hipertensdo pulmonar primaria'. Dados fornecidos pela
“International Society for Heart and Lung Transplantation” (ISHLT), mostram
que anualmente, no mundo inteiro, s&o realizados cerca de 4000
transplantes de pulmao e que este niumero vem crescendo a cada ano. No
Brasil, entre janeiro e setembro de 2016, foram realizados 71 transplantes,
segundo dados da Associacao Brasileira de Transplante de Orgéos (ABTO).

O sucesso do transplante de pulmao nos dias de hoje é devido ao
desenvolvimento de técnicas de preservacao do pulmao doado, das técnicas
de anastomose brénquicaz, e principalmente da descoberta e introducao das
drogas imunossupressoras®.

Embora haja alguma variabilidade nos medicamentos usados em
diferentes centros de transplante pulmonar, a abordagem para
imunossupressao € geralmente similar. Os regimes de manutengéo
tipicamente envolvem trés distintas classes de agentes imunossupressores:
inibidores de calcineurina  (ciclosporina e tacrolimo), agentes
antiproliferativos (azatioprina e micofenolato) e corticosterdides®.

Em adi¢cdo aos regimes de manutencdo, no momento do transplante
ou no periodo pés-operatério prévio, muitos centros estao utilizando agentes

imunossupressores de indugdo para suprimir o sistema imunoldgico do
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receptor no periodo pés-transplante imediato, dessa forma, diminuindo a
interacdo inicial entre as células imunoldgicas do receptor com os antigenos
do enxerto do doador. H4 uma preocupacgao que a aloreatividade inicial ndo
somente conduza a um aumento da rejeigdo aguda como também a
inflamagao cronica de baixo nivel®. O basiliximabe (Simulect®), um anticorpo
especifico para o receptor da Interleucina 2 (IL-2R), € um exemplo de agente
imunossupressor de indugé06‘7.

Embora varios trabalhos sugiram que o0 aumento da imunossupressao
no periodo pés-transplante imediato reduz o risco de rejeicdo aguda, este
beneficio potencial pode ser compensado negativamente por um aumento
no risco de infecgdes ou pela indugao de outros efeitos adversos associados
a terapia®.

Sabe-se que a principal causa de morte no primeiro més poés-
transplante de pulmao ¢é a infecciosa®®, coincidindo com o mesmo periodo
de maior disfuncdo do epitélio mucociliar’®. O aparelho mucociliar é o
primeiro mecanismo de defesa da arvore traqueobrdnquica contra todos os
tipos de particulas inaladas'"'?. Ele é composto do epitélio ciliar que se
estende da laringe até os bronquiolos terminais’’'®. Além das células
ciliadas, o epitélio traqueobrdonquico também ¢é composto de células
produtoras de muco denominadas células caliciformes'™™. Com excegao
dos bronquiolos, sob o epitélio da traquéia e do brénquio sdo encontradas as
glandulas submucosas que também produzem muco'"131°,

O principal componente do muco € uma glicoproteina denominada

mucina. As mucinas que sao predominantes nas secrecdes das vias aéreas
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sdo expressas por dois genes, o MUC5AC e o MUC5B. As células
caliciformes produzem exclusivamente mucina expressa pelo MUCS5AC,
enquanto que a mucina expressa pelo MUC5B é encontrada em células
mucosas das glandulas submucosas'>®.

Existem trabalhos que mostram que o0s imunossupressores
apresentam efeitos adversos nas células da via aérea e principalmente no
funcionamento do aparelho mucociliar.

Estudo realizado por Neuringer et al., sobre agdo de inibidores da
calcineurina no epitélio da via aérea em cultura de células epiteliais
traqueobronquicas humanas, “human tracheobronchial epithelial cell”
(hTBEC), demonstrou que a ciclosporina A, em doses dentro dos picos de
concentracdes clinicamente relevantes para inibicdo da calcineurina, causou
lesdo progressiva com reducgao significante do epitélio mucociliar, interferiu
profundamente no crescimento das células indiferenciadas e causou necrose
de células bem diferenciadas apds 5 dias de tratamento. Este trabalho
também mostrou a existéncia de genes relacionados aos inibidores da
calcineurina, como o fator nuclear de células T ativadas “nuclear factor of
activated T-cells (NFAT), FKBP12 e ciclofilina, presentes em hTBEC"".

Pazetti et al. também avaliaram o efeito da ciclosporina A, mas em
estudo experimental com ratos. Eles verificaram a diminuicdo da producao
de mucina em células caliciformes, como também uma disfuncido do
aparelho mucociliar quanto a velocidade de transporte do muco do brénquio
de ratos tratados com ciclosporina A, em comparacao a ratos tratados com

salina (grupo controle)'®.
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Silva et al., também em estudo experimental com ratos, avaliaram os
efeitos do micofenolato de sddio no aparelho mucocilar. Eles verificaram
que, nos animais tratados com micofenolato de sédio, a freqiéncia do
batimento ciliar (FBC) e a velocidade de transporte mucocilar (VTMC) foram
menores'®.

Braga et al. avaliaram os efeitos da prednisona no aparelho mucociliar
das vias aéreas de ratos, e constataram que nos animais tratados com
predninisona a velocidade de transporte do muco no palato de ra foi menor
comparado com o0s animais tratados com salina®.

Prado e Silva et al. mostraram os efeitos causados no aparelho
mucociliar de ratos por dois regimes de imunossupressao. O primeiro regime
constituido pelas drogas tacrolimo, micofenolato de sédio e prednisona e o
segundo regime constituido pelas drogas ciclosprorina A, azatioprina e
prednisona. Os animais tratados tanto com o regime 1 quanto com o regime
2 apresentaram menor VTMC, menor FBC e alteragdo na proporcéo de
muco acido e neutro?'.

Embora ja se saiba que os imunossupressores de indugédo sejam bem
tolerados e apresentem eventos adversos leves, nada se sabe sobre a
existéncia ou nado de algum evento adverso no aparelho mucociliar. Neste
trabalho, nos propusemos a avaliar os efeitos do antagonista do IL-2R de
células T, anticorpo monoclonal basiliximabe (Simulect®) no aparelho

mucociliar de ratos.
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2 OBJETIVO

Avaliar se a droga basiliximabe, isolada e em conjunto com a terapia
triplice (tacrolimo, micofenolato de sédio e prednisona), causa efeitos
adversos no aparelho mucociliar traqueobrénquico de ratos, especificamente

na depuracao mucociliar.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Histéria do transplante de érgaos

No inicio do século XX, o sucesso do transplante de tecidos nao
viscerais, tais como de pele e de cérneas humanas, ja tinha sido reportado.
Neste periodo, podemos destacar os principais desenvolvimentos na area do
transplante, como: habilidades cirurgicas, incluindo métodos de anastomose
vascular; experimentacado de transplante de 6rgdos em modelos animais;
descobertas observacionais que foram importantes no direcionamento de
outros trabalhos; mecanismos imunoldgicos da rejeicdo do enxerto pelo
sistema imunoldgico nativo do receptor®.

O cirurgiao francés Alexis Carrel, laureado com o prémio Nobel de
medicina em 1912, foi um precursor da cirurgia vascular e do transplante de
orgaos. Ele desenvolveu métodos de sutura de anastomose vascular,
reconstrugdo de vasos e preservagao de oOrgaos com a técnica de
resfriamento e armazenamento a frio®.

Em outubro de 1905, Carrel juntamente com Charles Claude Guthrie
publicaram o trabalho da realizacdo com sucesso do primeiro
autotransplante de 6rgao sélido. O rim de um cédo de pequeno porte foi
retirado e transplantado no pescoco. A artéria renal foi unida com a artéria
carétida, a veia renal com a veia jugular externa e o ureter com o eséfago. O
rim produziu urina imediatamente, mas o animal morreu apds alguns dias de

infecgdo?.
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Mais tarde, em 1906, eles removeram um rim de um cdo e o
. . . ~ 22
mantiveram funcionando por poucos dias no corpo de outro cao“.
Apesar do sucesso técnico cirurgico, Carrel acreditava que o grande
impedimento para o sucesso completo do transplante de érgaos em animais
e em seres humanos era devido a uma resposta hostil do hospedeiro no

processo de rejeicao®>%.

De acordo com Carrel**

No caso de um o6rgao, extirpado de um animal e
reimplantado nele mesmo por uma determinada
técnica, continua a funcionar normalmente, e cessa sua
funcionalidade normal quando transplantado em outro
animal pela mesma técnica, a causa do disturbio
fisiolégico ndo pode ser atribuida a fatores cirurgicos,
mas sim devido a influéncia do receptor, ou seja, por
fatores bioldgicos.

Pode-se considerar o inicio da década de 1940 como um marco na
pesquisa do transplante de érgaos. Foi neste periodo que o bidlogo inglés
Peter Brian Medawar, através dos seus estudos de transplante de pele em
coelhos, comegou a esclarecer as bases da rejeicdo dos enxertos de
érgdos®>?’,

Medawar mostrou que enxertos de pele sao bem tolerados nos
autotransplantes. Entretanto, nos alotransplantes, os enxertos sao rejeitados

e a velocidade de reagao da rejeicdo é acelerada quando a dosagem do

enxerto é maior®®. Ele também mostrou que um segundo enxerto de pele de
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origem do mesmo doador também ¢é rejeitado de forma acelerada,
fornecendo evidéncias para uma fase de sensibilizacdo da resposta imune e
o conceito de memdria imunologica®.

Rupert Everett Billingham, outro pioneiro da imunologia do
transplante, contribuiu enormemente para o desenvolvimento do campo de
transplante de érgéoszg. Billingham e Medawar estabeleceram muitas das
leis fundamentais do transplante que permanecem intactas até hoje28.

Billinghan, Krohn e Medawar, em experimentos de alotransplante de
pele realizados em coelhos, mostraram que hormdnios corticosteroides da
glandula adrenal podem retardar a rejei¢gao do enxerto?.

Em 1953, Billinghan, Brent e Medawar, inoculando células do bago
imunocompetentes de camundongos adultos em camundongos fetais ou
neonatais, mostraram que esses camundongos quando adultos
apresentaram a capacidade de tolerar os enxertos de tecidos dos animais
doadores das células do baco. Com isso, eles estabeleceram que a
tolerancia para aloenxertos de pele poderia ser induzida®.

Em 1960, Medawar recebeu o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina,
juntamente com o australiano Frank Burnet, pelo estabelecimento das bases
da tolerdncia imunoldgica, que modificou definitivamente a histdria da
rejeicdo de 6rgaos?’ "2,

Medawar e seus colegas acreditavam que a realizagdo de um
transplante de rim entre gémeos idénticos poderia dar certo sem a
ocorréncia de rejeicao do 6rgao, e em 1954, Joseph Murray e John Merrill

mostram que a hipétese de Medawar estava correta. Eles realizaram um
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transplante de rim entre gémeos idénticos e o receptor viveu por oito anos
apoOs a cirurgia sem nenhuma evidéncia de rejeicdo, sendo este o primeiro
transplante de érgao solido realizado com sucesso entre seres humanos®.

Dois anos mais tarde, Murray e Merrill realizaram outro transplante de
rim entre gémeos idénticos. O receptor foi uma mulher de 55 anos que viveu
ativamente bem até a década de 19907,

O primeiro transplante de coragao realizado com sucesso, aconteceu
no ano de 1967, na Africa do Sul, pelo cirurgido Christian Barnard. Louis
Washkansky de 55 anos recebeu o novo coragao de uma mulher jovem que
morreu em um acidente de carro. Washkansky viveu por 18 dias apds a

cirurgia®.

3.2 Histéria do transplante de pulmao

O fisiologista russo Vladimir P. Demikhov foi um pioneiro no
transplante experimental de 6rgaos, realizando alotransplante de coragao e
bloco de coragdo e pulmdao em caes. Em 1947, ele realizou o primeiro
transplante isolado de pulmé&o. A sobrevida do cao foi de sete dias apds o
transplante, e a causa do Obito foi deiscéncia da linha da sutura
bronquica®2*. A partir desse periodo, inimeros pesquisadores se
destacaram pelos avangos obtidos em pesquisas nesta area e tornaram-se
conhecidos por seus estudos em enxertos de lobos pulmonares e

transplante pulmonar em caes™®.
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Em 1950, o francés Henri Metras publicou o trabalho intitulado “Note
préliminair esur la greffe totale du poumon chez le chien”. Neste trabalho,
Metras relata seu trabalho preliminar de alotransplante unilateral do pulmao
esquerdo em céaes, onde ele introduziu novos conceitos cirurgicos e foi o
primeiro a apresentar animais com sobrevida maior que 20 dias no pos-
transplante®.

O cirurgido James D. Hardy, na década de 60, realizou mais de 400
transplantes pulmonares em caes e observou que a deterioragao funcional
do enxerto levava a morte do animal receptor em aproximadamente sete
dias, resultado este atribuido a rejeicdo, e que a sobrevida dos animais
submetidos ao transplante pulmonar unilateral praticamente dobrava com o
uso de Metotrexato e que o uso de Azatioprina aumentava a sobrevida em
até 30 dias”’.

Baseados na experiéncia adquirida com o0s transplantes
experimentais, Hardy e sua equipe acreditaram na possivel realizagdo do
transplante clinico, e em 15 de abril de 1963, na Universidade de Mississipi,
nos Estados Unidos, eles realizaram o primeiro transplante de pulméo em
um ser humano. O receptor foi um homem de 58 anos de idade com
carcinoma de pulmao. O paciente sobreviveu apenas 18 dias, mas este
evento marcou o inicio de uma nova era para o transplante de pulméo37.

ApOs a cirurgia pioneira de Hardy, entre 1963 e 1980, foram
realizados aproximadamente 40 transplantes de pulm&o em seres humanos.
Entretanto, nenhum desses transplantes apresentou um tempo de sobrevida

longo e a maioria dos centros fracassou devido a sérias complicagdes
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cirurgicas e infecciosas®®. A imunossupressdo utilizada nesta época
consistia de azatioprina e altas doses de prednisona3.

Mesmo com o desenvolvimento da técnica da preservacao do pulméo
doado, das técnicas de anastomose brénquica e de reanastomose do
suprimento das artérias bronquicas®, foi somente a partir de 1981, com a
introducéo da ciclosporina, como novo agente imunossupressor potente, que
foi possivel maior desenvolvimento nesse método terapéutico®.

Em 1981, Dr. Bruce A. Reitz e Shumway, na Universidade de
Stanford, realizaram o primeiro transplante de coracao-pulmao humano com
sucesso. A paciente foi uma mulher de 45 anos de idade que sofria de

hipertensdo pulmonar primaria®®*’

. A paciente sobreviveu por cinco anos
apos o transplante e a causa da morte foi uma queda acidental*’. Os
pulmbdes e o coragcdo nao apresentaram achados de rejeigdo crénica no
momento da morte*’. A terapia imunossupressora consistiu de predinisolona,
azatioprina e ciclosporina®®!.

No inicio da década de 1980, Dr. Joel D. Cooper e sua equipe da
Universidade de Toronto no Canada, em estudos experimentais em caes,
mostraram melhoras significativas na cicatrizagdo brénquica com doses mais
baixas de esterdides e que a azatioprina e a ciclosporina ndo apresentaram
efeito adverso na cicatrizagdo da anastomose brénquica***3.

Outro dado importante quanto a cicatrizagao brénquica, foram os
trabalhos que mostraram que quando se aplicava um envoltério de omento
na anastomose brdonquica de cdes submetidos ao transplante pulmonair,

melhorava a cicatrizagdo e causava neovascularizacédo do brénquio*°.
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Em 1983, Dr. Cooper e sua equipe realizam com sucesso 0 primeiro
transplante de pulmao unilateral. Este foi um transplante de pulmao
esquerdo no qual foi utilizado o envoltdrio omental no bronquio*’. O receptor
foi o Sr. Tom Hall, um executivo de hardware de 58 anos de idade que sofria
de fibrose pulmonar idiopatica. O tratamento com drogas imunossupressoras
consistiu de azatioprina, ciclosporina e prednisona. Hall sobreviveu por seis
anos apds o transplante e a causa da morte foi por falha renal®®.

No Brasil, o primeiro transplante de pulmao foi realizado pelo Dr. José
de Jesus Camargo Peixoto, no ano de 1989, na Santa Casa de Misericérdia
de Porto Alegre. Dez anos mais tarde, em 1999, Dr. Camargo e seu grupo
também realizaram o primeiro transplante de pulmao entre vivos™®.

No estado de Sao Paulo, o primeiro transplante de pulmao foi

realizado em 1990, na Escola Paulista de Medicina pela equipe do Dr.

Vicente Forte®.
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3.3 Os Imunossupressores

3.3.1 Inibidores de calcineurina

A calcineurina € uma proteina fosfatase citoplasmatica presente em
varios tipos celulares, incluindo os linfécitos®®2. Ela integra o conjunto de
proteinas que estdo relacionadas com a rota bioquimica de ativacdo dos
linfocitos T e transcrigdo do RNAm da interleucina 2 (IL-2)%+°23,

A ativacao do linfocito T se inicia com a interacdo entre o receptor do
linfécito T (TCR do inglés: T cell receptor) e o antigeno apresentado por uma
célula apresentadora de antigeno. Essa interagéo ativa a cascata bioquimica
elevando a concentracdo de calcio citoplasmatico. A concentracdo elevada
de calcio ativa a proteina calcio-dependente calmodulina, uma proteina que
também participa da rota bioquimica de ativacdo do linfocito T. A
calmodulina ativada, por sua vez, ativa a calcineurina que causa a
desfosforilagdo do fator de transcricdo NFAT. O NFAT desfosforilado migra
para o interior do nucleo celular, onde ele se liga ao promotor do gene da IL-

2 e promove a transcrigdo do gene® %% (

Figura 1).
As drogas imunossupressoras Ciclosporina A e o Tacrolimo sao
considerados inibidores de calcineurina, pois elas apresentam a capacidade

de neutralizar a acio da calcineurina e desta forma impedir a transcricdo da

|L-0451-54
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Figura 1 - Mecanismo de ativag&o do linfocito T e mecanismos de agdo dos
imunossupressores na inibicdo do linfocito T. Modificado de: Dunn CJ et al.,
2001

3.3.1.1 Ciclosporina

A ciclosporina foi descoberta e desenvolvida na década de 1970 por
pesquisadores da empresa farmacéutica Sandoz, pertencente ao grupo
Novartis, na Basileia, Suic¢a. Ela é produzida por duas espécies de fungos, o
Cylindrocarpon lucidum, descoberto em amostras de solo de Wisconsin,
Estados Unidos, e Tolypocladium inflatun (originalmente classificado como

Trichoderma polysporum) descoberto em amostras de solo de Hardanger
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5% Destes, somente o T. inflatum foi utilizado para o

Vidda, Noruega
desenvolvimento e produgdo em grande escala da ciclosporina, por ser
capaz de crescer em meio de cultura I|'quid056.

A estrutura da ciclosporina foi determinada por Weber e
colaboradores; ela € um undecapeptidio ciclico, neutro e lipofilico. Quando o
segundo aminoacido da molécula € um acido alfa-aminobutirico, a
ciclosporina € denominada como ciclosporina A, e quando o segundo
aminoacido é uma alanina, a molécula € denominada como ciclosporina B
(Figura 2)°.

O mecanismo de acdo da ciclosporina inicia-se no citoplasma do
linfécito T. A ciclosporina liga-se a um tipo de imundfilina, a ciclofilina, o
complexo ciclosporina/ciclofilina inibe a atividade fosfatase serina/treonina

da calcineurina e, desta forma, o NFAT nao é desfosforilado e ndo migra

para o nucleo, inibindo assim a ativac&o do linfocito T>**%°° (Figura 1).
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Figura 2 - Formula quimica da ciclosporina. Extraido de: Taylor et al., 2005
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3.3.1.2 Tacrolimo

Inicialmente chamado de FK506, o tacrolimo foi descoberto e
desenvolvido na década de 1980, no Japao, por pesquisadores da empresa
farmacéutica Fujisawa Pharmaceuticals, hoje com o nome de Astellas
Pharma®. O tacrolimo é uma molécula policetideo macrolideo produzida
pela bactéria actinomiceto Streptomyces tsukubaensis®*®, que foi
encontrada em amostras de solo da base do Monte Tsukuba localizado em
Toquio®(Figura 3).

O tacrolimo possui importantes qualidades imunossupressoras, por
inibir a proliferacdo e diferenciacdo de células T-citotoxicas®. A terapia com
tacrolimo tem contribuido tanto para o sucesso de transplante de 6rgaos
que, em 2001, se tornou um agente imunossupressor de grande uso no
transplante pulmonar®?.

O mecanismo de acao do tacrolimo é semelhante ao da ciclosporina,
mas com poder de 10 a 100 vezes maior®®. No citoplasma do linfécito T, o
tacrolimo liga-se a outro tipo de imunofilina, o FKBP12; o complexo
tacrolimo/FKBP12 também inibe a atividade fosfatase serina/treonina da
calcineurina e, desta forma, previne a desfosforilagdo do NFAT, que acaba
também nao migrando para o nucleo e, por conseguinte, a ativagdo do

linfocito T deixa de ocorrer’®®® (

Figura 1).
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OCH, OCH,

Tacrolimo

Figura 3 - Formula quimica da molécula de tacrolimo. Extraido de: Taylor et
al., 2005

3.3.2 Inibidores do ciclo celular

3.3.2.1 Azatioprina

No final dos anos 50, nos laboratorios da empresa farmacéutica
Wellcome Research, Gertrude Belle Elion e George Hitchings criaram varios
analogos de nucleotideos, com objetivo de proteger a molécula 6-
mercaptorpurina (6-MP) da degradagcdo metabdlica que destroi seu efeito
antileucémico®.

No mesmo periodo, Sir Roy Calne e colaboradores observaram que a

6-MP apresentava também efeito imunossupressor e que prolongava a
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sobrevida de cdes submetidos a transplante de rim, embora com varias
morbidades causadas pela droga®®.

Calne obteve alguns dos analogos de nucleotideos criados por Elion e
Hitchings e testou o efeito imunossupressor desses compostos. Um desses
compostos, BW57-322 (azatioprina), se destacou em termos de eficacia e
tolerabilidade. A azatioprina foi menos téxica do que a 6-MP e proporcionou
maior tempo de sobrevida do enxerto®.

A azatioprina € uma purina analoga sintética. No sangue, em uma
reagcao nao enzimatica, ela é convertida na molécula 6-MP (Figura 4), que,
na sequéncia, € metabolizada por trés enzimas: a xantina oxidase, que a
converte para o acido 6-tiourico (6-TU); a tiopurina metiltransferase (TPMT),
que a converte para 6-metilmercaptopurina (6-MMP); e a hipoxantina
guanina fosforibosil transferase (HPRT), que a converte para tioinosina
momofosfato (TIMP)?>¢C.

As moléculas 6-TU e 6-MMP sao metabdlitos inativos, mas a molécula
TIMP é convertida em dois compostos ativos: a tioinosina monofosfato
metilada (metTIMP), pela acdo da enzima TPMT; e a 6-tioguanina
nucleotideo (6-TGMP), pela acdo da enzima inosina monofosfato de

desidrogenase (IMPDH)®>®.
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Figura 4 - Moléculas de Azatioprina e 6-mercaptopurina. Extraido de: Taylor
et al., 2005

O composto metTIMP tem a capacidade de inibir a enzima amido
fosforibosil transferase (PPAT) pertencente a rota bioquimica de novo da
sintese das purinas®’. A sintese das purinas é realizada por duas vias
metabdlicas, a via de novo e a via de salvamento. Os linfocitos apresentam
apenas a via de novo, e dessa forma, a azatioprina acaba apresentando

65,68
(

uma relativa especificidade pelos linfocitos Figura 1).

O composto 6-TGMP apresenta a capacidade de incorporar-se nas
moléculas de DNA e RNA como uma falsa base, provocando assim, a

parada do ciclo celular e apoptose®®.
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3.3.2.2 Acido micofenélico — Micofenolato

Bartolomeu Gosio, no ano de 1896, isolou da fermentacao de culturas
de fungos da espécie Penicillium stoloniferum o acido micofendlico®. Ele foi
utilizado como um agente sistémico para o tratamento de psoriase na
década de 1970 e no mesmo periodo suas propriedades imunossupressoras

foram elucidadas®°.

No entanto, sua tolerabilidade foi limitada pelos
disturbios gastrointestinais que causavam nauseas, vOmitos, diarréia e
célicas na maioria dos pacientes®®.

Pesquisas subsequentes conduziram ao desenvolvimento de dois pro-
farmacos derivados do acido micofendlico, o micofenolato de mofetila e o
micofenolato sodico’®. O micofenolato de mofetila € um imunossupressor
altamente eficaz, mas a sua utilizagdo é limitada por eventos adversos

70-72

gastrointestinais O micofenolato de sédio foi desenvolvido com o

objetivo de reduzir os eventos adversos na porgao gastrointestinal superior,
relacionados com o acido micofendlico’®">.

Os dois pro-farmacos, micofenoato de mofetila e o micofenolato de
sédio, sdo metabolizados no figado, sendo convertidos no &acido
micofendlico® (Figura 4).

O mecanismo de agao do acido micofendlico acontece na via de novo

da sintese das purinas®®’?

, mas diferente da azatioprina, ele nao é
incorporado nas moléculas de DNA e RNA®®"2. O alvo do acido micofendlico

na via de novo da purinas € a enzima IMPDH. O resultado da inibigdo da
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IMPDH leva a deplegado de nucleotideos de guanosina especificamente nos

linfocitos B e T%"2(Figura 1).

Acido micofendlico
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Figura 5 - Moléculas de acido micofendlico, micofenolato mofetil e
micofenolato de sodio. Extraido de: Taylor et al., 2005

3.3.3 Glicocorticoides

Em 1950, Philip Showalter Hench, Edward Calvin Kendall e Tadeusz

Reichstein foram laureados com o Prémio Nobel em medicina e fisiologia
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pela descoberta, isolamento e aplicacdes clinicas da cortisona no tratamento
da artrite reumatoide’™. A cortisona é um horménio esterdide da classe dos
glicocorticoides (GCs)™.

Os GCs sao produzidos pelas glandulas suprarrenais estimuladas por
hormonios do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal. Eles estdo envolvidos na
regulagdo de respostas imunoldgicas, bem como no controle de respostas
ao estresse’”.

Hoje existem GCs sintéticos, como a prednisona e a prednisolona’®,
que sao os principais GCs utilizados na prevengao de rejeicdo de enxertos
no transplante de 6rgaos®*%. A prednisona é metabolizada no figado, sendo
convertida em prednisolona que é o componente ativo da droga68 (Figura 5).

O mecanismo de agao dos GCs é realizado através de trés efeitos:
gendmico direto, gendmico indireto e ndo gendmico’”.

O efeito gendmico direto ocorre quando o GC entra na célula e liga-se
a um receptor citoplasmatico denominado receptor de glicorticéides (RGC).
O complexo GC/RGC é translocado para o nucleo celular promovendo o
aumento da expressao de varios genes. Dois exemplos importantes sdo os
genes da anexina e da fosfatase da proteina quinase ativada por mitégeno
“‘mitogen-activated protein kinases” (MAPK). As proteinas anexina e
fosfatase da MAPK inibem a sintese de prostaglandina’”.

No efeito gendmico indireto, o0 RGC inibe o fator de transcricado Kappa
B “nuclear factor Kappa B” (NF-kB) que leva a diminuicdo da enzima Ciclo-
oxigenase-2 (COX-2), e isso culmina com a inibicdo da sintese da

prostaglandina’”.
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Por ultimo, no efeito ndo gendbmico, o RGC ativa a oxido nitrico-
sintase endotelial, que protege contra lesbes induzidas por isquemia-
reperfusédo’’.

Esses mecanismos em conjunto acabam levando a uma diminui¢ao
da resposta inflamatéria devido a uma redugado da produgao de citocinas e
pela leucocitose neutrofilica, acompanhada da reducdo de eosindfilos,
mondcitos e linfocitos T; os linfécitos B sdo menos afetados e com isso a

producdo de anticorpos é preservada’’(Figura 1).

Prednisona

CoHz0:

Prednisolona CoH505

Figura 6 - Moléculas de prednisona e prednisolona. Extraido de: Taylor et al.,
2005
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3.3.4 Farmacos imunossupressores de indugao

No geral, os imunossupressores de indugao podem ser divididos em
duas categorias: anticorpos de deplegao e anticorpos de nao deplecéo.

Os anticorpos de deplecdo podem ser monoclonais (Alentuzumabe e
Orthoclone) e policlonais (globulina antilinfocito, globulina antitimécito equino
e globulina antitimécito de coelho). Tanto os monoclonais quanto os
policlonais diminuem radicalmente o numero de células T aloreativas no
momento do transplante fazendo com que o hospedeiro fique insensivel em
relacdo a um enxerto incompatl'vel78.

Os anticorpos de nao deplegao inibem a atividade das células T sem
causar deplecdo celular. Como exemplo podemos citar os anticorpos
daclizumabe (Zenapax®) e basiliximabe (Simulect®)’®.

Daclizumabe (Zenapax®) é um anticorpo monoclonal humanizado
contendo uma pequena porcentagem (~10%) de sequéncia de anticorpo
murino, e o basiliximabe (Simulect®) & um anticorpo monoclonal quimerizado
murino-humano com 25% de anticorpo murino (Figura 7). Os dois anticorpos
sdo antagonistas do IL-2R, e se ligam com alta afinidade a subunidade alfa
do receptor da interleucina-2 (IL-2Ra ou CD25), ativando tirosinas quinases
intracelulares que inibem a producao de citocinas. Como a subunidade a é
expressa somente em células T ativadas, células T nao ativadas ndo sao
afetadas, de tal modo que o IL-2R é um alvo altamente especifico para

6,7,79,80

intervencgao biologica (Figura 1).
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BASILIXIMABE

Figura 7 - Esquema do anticorpo monoclonal quimerizado murino-humano
do basiliximabe. Extraido de: Onrust SV et al., 1999

A seletividade elevada de IL-2R é simultaneamente a raz&o para sua
excelente tolerabilidade e pela qual uma resposta imune ainda pode ser
montada na presencga da indu¢ao de antagonistas de IL-2R, ignorando a via
de IL-2%",

Estudos comparativos mostram que o basiliximabe (Simulect®) é
igualmente eficaz ou superior ao daclizumabe (Zenapax®) na prevengao da

rejeicdo aguda celular em transplante renal®.
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3.4 Epitélio das vias aéreas

O pulm&o é um dos poucos érgéos que estdo em contato direto com o
ambiente externo. Dado o fato que nds inspiramos 6 a 12 litros de ar por
minuto, o pulmao € constantemente exposto a microbios inalados, alérgenos
e materiais particulados, os quais deverdo ser depurados sem induzir
inflamac&o, de modo a manter a homeostase. A mucosa do trato das vias
aéreas desempenha um papel importante na protecao dos pulmdes contra
os insultos ambientais e na manutengdo da homeostase™.

O trato das vias aéreas pode ser dividido em duas zonas: a zona
condutora e a zona respiratéria. Na zona condutora, o ar inalado é
umedecido, aquecido e limpo antes de alcancar a zona respiratéria inferior,
onde ocorre a troca gasosa e a oxigenagao do sangue. A zona condutora
compreende as cavidades nasais, faringe, laringe, traqueia, brénquios e
bronquiolos, enquanto que a zona respiratoria inclui os bronquiolos
respiratérios, ductos alveolares e sacos alveolares™.

A partir da traqueia, a zona condutora sofre uma ramificacdo
dicotdbmica, levando ao surgimento de dois brénquios principais. Estes, por
sua vez, ramificam-se em uma série de brénquios e bronquiolos. O tamanho
das vias aéreas progressivamente diminui a partir da traqueia ao bronquiolo
terminal, a por¢ao mais distante da zona condutora. O bronquiolo terminal
conecta-se aos ductos alveolares através do bronquiolo respiratorio, que

apresenta caracteristicas tanto do bronquiolo quanto do alvéolo™.
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O epitélio das vias aéreas € composto por células ciliadas e células
secretoras. Estas células estdo presentes em similar numero formando um

mosaico "> (Figura 8).

Camada de muco
(7 a 70 pm de espessura)

Célula
Basal Caliciforme

Célula
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Figura 8 - Esquema do epitélio respiratorio. Células ciliadas e caliciformes na
superficie do epitélio e glandula submucosa com suas células secretoras de
muco. Extraido de: Hattrup LC et al., 2005

3.4.1 Células ciliadas

As células ciliadas sédo responsaveis por mais de 50% de todas as
células epiteliais da via aérea de condugdo. Cada célula apresenta
aproximadamente de 200 a 300 cilios e o comprimento de cada cilio varia de

3,6 a 6 ym. Um grande numero de mitocondrias esta presente logo abaixo
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da superficie apical e fornecem energia para o batimento ciliar coordenado™

(Figura 8).

3.4.2 Células caliciformes

As células caliciformes séo as principais células produtoras de muco;
em geral, elas estdo presentes nas vias aéreas cartilaginosas, aquelas com
didmetros superiores a 3 milimetros. Elas apresentam granulos que contém
glicoproteinas de mucinas acidas na regiao apical do citoplasma e um
nucleo condensando na regido basal, dando a estas células uma forma
unica. Em vias aéreas normais, a proporcdo entre células caliciformes e
ciliadas é de 1:5 e essa relacao aumenta em situagdes de doencas crénicas
das vias aéreas, como a asma, DPOC e fibrose cistica. As células
caliciformes secretam mucinas de glicoproteinas de alto peso molecular
dentro do lumen da via aérea, no qual interceptam e removem particulas
estranhas, protegendo assim a superficie epitelial. A secrecdo de mucina
deve ser bem regulada, ja que o excesso da produgao pode bloquear as vias

aéreas e prejudicar a adequada depuragao mucociliar™.

3.4.3 Células serosas

As células serosas sao encontradas nas extremidades distais das

glandulas submucosas e assemelham-se morfologicamente as células

caliciformes. O fluido secretado dessas células contribui diretamente para o
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volume da superficie liquida da via aérea, a hidratacdo do muco liberado

pelas células caliciformes e a imunidade inata*®(Figura 8).

3.4.4 Células basais

As células basais estdo conectadas a membrana basal através de
hemidesmossomo, fornecendo a base para a fixacdo das células ciliadas e
células caliciformes na lamina basal. Elas apresentam potencial para regular
respostas inflamatérias, defesa oxidante e movimento de agua

transepitelial™*(Figura 8).

3.4.5 Células de Clara

As células de Clara sao restritas aos bronquiolos terminais, e tem um
formato ovoide na espécie humana, mas irregular em outras espécies.

A caracteristica mais marcante das células de Clara sdo os granulos
de secregao de elétrons denso ligados a membrana. Embora estes granulos
nao contenham glicoproteinas como as células caliciformes, elas secretam
proteinas surfactantes e antiproteinases que podem proteger o epitélio do
brénquio™.

As células de Clara sao consideradas como células-tronco devido a
habilidade de proliferar-se e repovoar bronquiolos terminais; células basais e

produtoras de muco podem se desenvolver a partir de células de Clara™.
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3.4.6 Glandulas submucosas

As glandulas submucosas estdo localizadas entre as bandas em
espiral do musculo liso e as placas de cartilagem. Cada glandula esta
conectada com o lUmen da via aérea por um ducto ciliado que impulsiona as
secregbes externas e um ducto de coleta ndo ciliado. As glandulas sao
compostas de células de muco (60%) e células serosas (40%) que secretam

proteoglicanos e proteinas antimicrobianas'#(Figura 8).

3.4.7 Camada de muco gel

O muco é um gel com propriedades de um sdélido macio, elastico, e
um fluido viscoso, que juntamente com as células ciliadas, forma a “escada
rolante” mucociliar, essencial para a depuragao das vias aéreas',

O muco normal é composto de 97% de agua e 3% de sélidos como
eletrélitos, lipidios, proteinas e glicoproteinas denominas mucinas. As
mucinas sdo moléculas extremamente grandes (até 3x10 D por mondmero),
com regides ricas de residuos de serina e treonina ligados pelos seus
grupos laterais de hidroxilas em cadeias de acgucar (O-glicosilagcéo),
representando menos de 30% dos sdlidos™.

As mucinas sao expressas por genes denominados MUC para
espécie humana e Muc para outras espécies16. Na espécie humana, existem
17 genes MUC, sete dos quais produzem mucinas que permanecem ligados
a membrana celular. Cinco das mucinas segregadas tém dominios ricos em

terminais de cisteina, que formam ligacbes dissulfureto resultando em



REVISAO DA LITERATURA 34

polimeros que conferem as propriedades de um gel. Dois destes polimeros,
MUC5AC e MUCS5B, sao fortemente expressos nas vias aéreas e sao
detectados em quantidades similares no muco humano'™. As células
caliciformes produzem exclusivamente mucina expressa pelo MUCS5AC,
enquanto que a mucina expressa pelo MUC5B é encontrada em células
mucosas das glandulas submucosas'*'®. Os genes MUC5AC e MUC5B
formam polimeros homotipicos (monémeros de MUC5AC ligam-se somente
com MUCS5AC e mondbmeros de MUC5B ligam-se somente com MUCS5B),
estruturados como cadeias simples longas em vez de ramos'. A cadeia do
lado glicano liga-se em grandes quantidades de liquido (cem vezes o seu
peso), no qual permite que o0 muco aja como um lubrificante e a camada de
gel sirva como um reservatorio de liquido para a camada periciliar. A
hidratacdo do muco afeta dramaticamente sua viscosidade e suas
propriedades elasticas, que, por sua vez, determinam como efetivamente ele
€ removido pela agao ciliar e tosse. O muco saldavel contém 3% de sélidos,
com a consisténcia de clara de ovo. Entretanto, a hipersecrecido da mucina
ou a desregulagdo do volume da superficie liquida podem aumentar a
concentragao dos solidos até 15%, resultando em um muco muito viscoso e
elastico que nao é facilmente depurado. Em adi¢do, um muco desidratado

adere mais facilmente a parede da vias aéreas™.
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3.4.8 Regulagao dos genes MUC

Os genes MUCS5AC e MUCS5B estdo localizados no cromossomo
11p15.5. Os estimulos extracelulares para que ocorra a transcricado do gene
MUC em células caliciformes sdo conduzidos através de diversas rotas
metabdlicas, como, por exemplo, a rota MyD88 e pelas rotas da familia das
(MAPKs), como, por exemplo, a “extracellular signal-regulated kinase”
(ERK), P38 MAPKinase, “jun N-terminal Kinase” (JNK)'.

Ao final destas rotas metabdlicas, os estimulos extracelulares acabam
ativando fatores de transcrigdo relacionados ao gene MUC5AC, como a
proteina de ligagado ao elemento de resposta ao AMP ciclico (CREB), Spf1,
NF-kB e AP-1'®%(Figura 9).

Varios tipos de mediadores podem estimular a expressdo dos genes
para producao das mucinas das vias aéreas, como por exemplo, produtos de
células inflamatérias (elastase de neutrdéfilo), componentes bacterianos
(lipopolisacarideos), mediadores pro-inflamatérios [fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucinas (IL-4, IL-9 e IL-13)], fatores de crescimento
“epidermal growth factor” (EGF), poluentes, acetato de tetradecanoilforbol

16’82(Figura 9). Asma, DPOC e fibrose cistica

(Forbol) e fumacga de cigarro

estao associadas com a hipersecreg¢ao e acumulo de muco na via aérea®?,
Muitos dos mediadores que regulam positivamente a expressdo do

gene MUCS5AC, como TNF-a, prostaglandina e forbol, ndo regulam a

expressao do gene MUCS5B. Por outro lado, as interleucinas (IL-6, IL-7 e IL-

8) regulam positivamente a expressao tanto do gene MUC5B quanto do
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gene MUCSAC. Isso mostra que existe uma regulacao especifica e diferente

dos genes MUC em resposta a mediadores imunoldgicos e inflamatdrios'®.

Ligantes Gram- (LPS)
Gram+ (LTA) de EGER

Citocinas

Sp1

Figura 9 - Esquema do sinal de transdugéo da rota que regula a transcrigéo
do gene MUC. Citocinas, produtos de bactérias Gram+ e Gram- e ligantes
do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR), ligam-se a
receptores especificos de membrana e ativam o gene MUC via rotas MAPK
e MyD88. Extraido de: Rose MC et al., 2005
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4 METODOS

4.1 Animais e grupos

Os animas receberam os cuidados de acordo com os “Principle of
Laboratory Animal Care”, formulados pelo “National Society for Medical
Research”, e o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”,
preparado pelo “Institute of Laboratory Animal Resources” e publicado pelo
“National Reserch Council of the National Academy Press” 1996, p. 1-35.

Foram utilizados 80 ratos machos da raca Wistar, pesando entre 200
e 250g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (FMUSP). Para o célculo da amostra, nos

I"®. O calculo foi realizado no

baseamos nos dados do trabalho de Pazetti et a
programa MINITAB Release 14.12.0 Statistical Sofware utilizando-se poder
de amostra de 80% e alfa de 5%.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos de acordo com o tipo

de terapia e com dois subgrupos cada um, baseando-se na data de

sacrificio, sendo 10 animais para cada subgrupo.

Grupo Controle (n=20) — Animais que receberam administragcao de
agua filtrada (2,5 mL/kg) diariamente por gavagem, sendo eutanasiados

apos 7 e 15 dias.
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Grupo Basiliximabe (n=20) — Animais que receberam administragéao
de duas doses de basiliximabe (1 mg/kg) por via intravenosa em bolus. A
primeira dose foi aplicada no primeiro dia e a segunda no quarto dia de
tratamento, sendo eutanasiados apdés 7 e 15 dias da segunda dose de

basiliximabe.

Grupo Triplice (n=20) — Animais que receberam administracdo de
Tacrolimo (1 mg/kg), Micofenolato de sédio (30 mg/kg) e Prednisona (1,25

mg/kg) diariamente por gavagem, sendo eutanasiados apds 7 e 15 dias.

Grupo Basiliximabe+Triplice (n=20) — Animais que receberam
administragado de Tacrolimo (1 mg/kg), Micofenolato de sddio (30 mg/kg) e
Prednisona (1,25 mg/kg) por gavagem diariamente e duas doses de
basiliximabe (1 mg/kg) por via intravenosa em bolus. A primeira dose foi
aplicada 4 dias antes do inicio de tratamento das outras drogas e a segunda
no primeiro dia de tratamento das outras drogas, sendo eutanasiados apos 7

e 15 dias da segunda dose de basiliximabe.

O basiliximabe foi diluido em agua para injecéo e as outras drogas
foram diluidas em agua filtrada. Para realizar a diluicdo das drogas
micofenolato de sodio e prednisona, que possuem apresentacdo em
comprimidos, elas primeiramente foram trituradas no almofariz com o uso do

pistilo. As concentragdes de cada droga que foram administradas ja tinham
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sido testadas em ratos em trabalhos prévios?'*>*. O volume administrado

das drogas por gavagem foi de 1 mL.

4.2 Eutanasia dos animais e coleta de tecido pulmonar

Na data da eutanasia, os animais foram anestesiados com tiopental
soédico (50 mg/kg) por via intraperitoneal. Apos sedacéo, foi realizada uma
laparatomia e em seguida, os animais foram eutanasiados pelo método de
exsanguinagao, através da secgao da artéria aorta abdominal.

Para a retirada dos pulmées, foi realizada uma esternotomia e sob
visdo de um microscopio, os pulmdes foram retirados em bloco por meio de
disseccado minuciosa e cuidadosa de toda a arvore traqueobrénquica.

Os lobos do pulmao direito foram separados e acondicionados em
tubos para realizacado de analises posteriores.

Os lobos cardiaco e médio foram coletados e colocados em tubo
eppendorf contendo solugdo de RNAlater (Qiagen) para estabilizagdo do
RNA total para analise de PCR em tempo real; o lobo inferior foi coletado e
colocado em tubo eppendorf seco para quantificacdo da concentragdo da
proteina mucina pelo método de Dot Blot; e para a confeccdo de laminas
histolégicas, o lobo superior foi coletado e colocado em recipiente contendo
solugao de formaldeido 10% e apds 24 horas, a solugao de formaldeido foi
trocada por solugao de alcool 70%.

As carcacas dos animais foram colocadas em sacos brancos

identificados com etiqueta preenchida para descarte de carcacas. Os sacos
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foram acondicionados em freezer no laboratério e o descarte ocorreu
mediante solicitacao telefénica aos responsaveis pela coleta.
Com exceg¢do do material para histologia, todos os tubos foram

armazenados no freezer -80°C.

4.3 Coleta e analise do lavado broncoalveolar (LBA)

O LBA foi realizado instilando-se através da traqueia 5 mL de solugao
tampao fosfato-salino (PBS) no pulmao esquerdo com imediata aspiragdo do
mesmo; a seguir, a solugcdo de PBS foi centrifugada a 300 g por 10 minutos
a 5°C. Depois da centrifugacéo e retirada do sobrenadante, o pellet celular
foi ressuspendido com 5 mL de 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)®®84,

4.4 Coleta do muco

Para a coleta do muco, o bloco coracdo-pulméo foi colocado sobre
uma gaze embebida com solugéo salina a 0,9%; foi realizada uma pequena
incisdo na parede cartilaginosa dos brénquios fonte direito e esquerdo por

onde foi inserido um pincel fino com cerdas macias para a coleta do muco
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(Figura 10). O muco coletado foi imerso em 6leo mineral e colocado em

tubos eppendorf que foram armazenados em freezer a -80°C.

Figura 10: Abertura do brénquio esquerdo para coleta do muco com pincel

4.5 Determinacao da FBC

Apds a coleta das amostras de muco, foi realizada a dissecgao dos
bronquios, sob visdo microscopica (Zeiss, modelo Stemi DRC). A parede
posterior membranosa dos brénquios direito e esquerdo foram retiradas,
permanecendo apenas a parede anterior cartilaginosa.

Uma camera filmadora (Sony, modelo 3CCD iris), acoplada ao
microscoépio, foi utilizada para captar a imagem do epitélio ciliar do brénquio.
Esta imagem foi exibida em um monitor (Sony Trinitron).

Um estroboscopio (Machine Vision Strobe, modelo 5000, U.S.A.),

acoplado a um computador, foi posicionado préoximo ao epitélio ciliar do
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brénquio de tal forma que, quando ligado, passou a emitir feixes de luz sobre
o epitélio. A frequéncia dos feixes de luz foi controlada e expressa
numericamente. Quando a frequéncia dos feixes de luz coincidiu com a FBC,
cada feixe de luz passou a iluminar a mesma fase de movimento do cilio,
resultando numa aparente imobilidade do mesmo. Assim, de forma indireta,
a FBC foi obtida'® (Figura 11).

Todas as medidas de batimento ciliar foram realizadas pelo mesmo

observador, que desconhecia o grupo estudado.

Figura 11: Equipamentos utilizados para medida da frequéncia de batimento
ciliar e da velocidade de transporte mucociliar “in situ”. ES = estroboscopio;
CF = cadmera filmadora; MO = microscépio 6ptico; OR = ocular reticulada;
MF = monitor de frequéncia; MI = monitor de imagem.
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4.6 Determinagao da VTMC

Logo apds a determinacdo da FBC, no mesmo microscoépio (Figura
11), equipado com ocular reticulada de area conhecida em aumento de 100
vezes, foi realizada a medida da VTMC através da observacao direta de
particulas aderidas a camada de muco do epitélio brénquico. O transporte
das particulas ao longo do bréonquio foi cronometrado de acordo com a
distancia percorrida pela particula de um ponto a outro da objetiva reticulada
e expresso como velocidade em milimetros por minuto (milimitros/minuto =
distancia percorrida/tempo). Foram obtidas trés medidas, e a média dessas

medidas foi tomada como valor principal para a analise estatistica'®.

4.7 Transportabilidade do muco in vitro

|85 |86

O modelo inicialmente sugerido por Sade et al.™ e King et al.™ para
obtencdo do palato de ra foi utilizado neste estudo. A ra Rana catesbeiana
foi anestesiada através de hipotermia induzida em camera contendo gelo
triturado, por cerca de 30 minutos. A seguir, quando a ra nao estava
respondendo aos testes de verificagcado de reflexos, ela foi decapitada com
auxilio de uma guilhotina prépria para sacrificio de animais de
experimentacdo, e o seu palato retirado por meio de dissecacédo, tomando-

se o devido cuidado para nao danificar a superficie epitelial. O palato ficou

em repouso por 24 horas em camara fria a 4°C para ter seu muco esgotado
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pela acdo do seu epitélio. O muco da ra foi coletado para servir de controle
durante as medidas do muco coletado dos brénquios dos ratos.

Durante as medidas, o palato foi mantido em camara de acrilico com
100% de umidade através de nebulizagdo continua, a partir de um
nebulizador ultrassdnico com solucao salina a 2/3 diluida em agua (0,61%
de NaCl). Foi colocado sobre a camara de acrilico um microscépio
estereoscépico em aumento de oito vezes com objetiva reticulada através da
qual foi possivel visualizar o deslocamento do muco sobre a superficie do
palato (Figuras 12 e 13).

Foi entdo iniciada a analise com trés medidas iniciais do tempo de
deslocamento do muco da ra sobre o palato (controle). Em seguida, o tempo
de deslocamento do muco do rato foi cronometrado obtendo-se trés medidas
(milimetros/minuto) de trés amostras de muco teste. Por fim, foram obtidas
mais trés medidas finais do muco da ra (controle).

A média dos valores das trés medidas da ras iniciais e finais para
cada trés medidas do muco teste foi comparada com a média das trés
medidas de cada amostra do muco teste e assim expressos em termos
relativos comparando-se a velocidade do muco dos bronquios (teste) sobre o
muco da ra (controle). Os valores obtidos a partir desses dados foram

utilizados para a analise estatistica.
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Figura 12 — Equipamentos utilizados para medida da transportabilidade das
amostras de muco em palato de ra. NU = nebulizador ultrassénico; CA =
camara acrilica; EM = estereomicroscopio; OR = ocular reticulada

Figura 13 - Palato de ra sob a visdo da ocular reticulada
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4.8 Analise morfométrica — muco acido e neutro

Os pulmbes e vias aéreas foram fixados em formaldeido 10% e
submetidos a preparacéo rotineira para confecgao de Iaminas histologicas. O
estudo verificou as alteragbes na qualidade e quantidade de muco de células
caliciformes, em laminas coradas com Azul Alciano “Alcian Blue” (AB) para
muco acido e acido perioddico e reagente de Shiff “Periodic Acid-Schiff” (PAS)
para muco neutro. A quantificacdo dos dois tipos de muco foi realizada com
uso de microscoépio éptico equipado com ocular reticulada de retas e pontos,
determinando-se a porcentagem de muco estocado nas células caliciformes

por area de epitélio'® (Figura 14).

PAS e AB com reticulo de pontos e retas (aumento de 400x): seta amarela -
célula caliciforme com muco neutro e seta vermelha - célula caliciforme com
muco acido
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4.9 Avaliacao da expressao do gene Muc5ac

4.9.1 Extracao do RNA total

Foram realizadas analises qualitativas e quantitativas da expressao
de mRNA para o gene Mucbac de células caliciformes do tecido
traqueobrdnquico.

Primeiramente o RNA Total foi extraido utilizando-se 100 mL de trizol®
para cada 100 mg de tecido. O material foi triturado no homogeneizador de
microtubos, e apds a homogeneizagao, foi acrescentado 0,2 mL (200 uL) de
cloroférmio para cada 1 mL de trizol®. Os tubos foram agitados manualmente
por inversao por 15 segundos e depois incubados por 3 minuntos (na
bancada) em temperatura ambiente. Na sequéncia, os tubos foram
centrifugados a 12000 g por 15 minutos a 8°C.

Apds a centrifugacédo, nos tubos formaram-se 3 fases, sendo a
primeira transparente, constituida de RNA total, a segunda branca e viscosa,
formada por DNA e a ultima no fundo do tubo, de cor vermelha, formada por
proteinas.

A fase aquosa transparente (sobrenadante) foi retirada e transferida
para um tubo limpo. O RNA total foi precipitado com isopropanol (0,5 mL
para cada 1mL de trizol®), ficando incubado por um periodo de 10 minutos
em temperatura ambiente. Logo em seguida os tubos foram centrifugados
por 10 minutos a 12000 g a 4°C. Apds a centrifugagcado, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet foi ressuspendido em etanol 75% (1 mL de etanol para

cada 1 mL de trizol®). Novamente os tubos foram centrifugados por 5
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minutos a 7500 g a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ficou
secando em temperatura ambiente. Apdés a secagem o pellet foi
ressuspendido com H,0 tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) (Sigma, St.
Louis, MO, USA).

As amostras foram dosadas em fluoespectrdmetro Nanodrop 3300
(Thermo). Considerou-se que uma unidade de absorbancia a 260 nm
corresponde a 40 pg/mL de RNA. A relacdo de absorbancia nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm do RNA total foi calculada para a
certificacdo da auséncia de contaminagao protéica. A integridade do RNA
total foi analisada em gel de agarose 1%, em condi¢cdes desnaturantes. S6
foram utilizados os RNAs que apresentaram as bandas riboss6micas 28S e
18S. O RNA total foi utilizado imediatamente para a sintese da 1a fita de

cDNA.

4.9.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A reacdo de transcriptase reversa para a obtencdo do cDNA foi
preparada utilizando-se o Kit Superscript || Reverse Transcriptase (Invitrogen
Life Technologies, CA, USA). Dois ug do RNA total foram utilizados para a
transcricdo reversa por meio de oligonucleotideos iniciadores
(randomprimers). Essa mistura foi incubada sequencialmente a 25°C por 10
min., 42°C por 50 min., 70°C por 15 min., € 4°C por 1 min. O cDNAfoi

armazenado a -20°C.
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4.9.3 PCR em tempo real

A analise quantitativa do gene Mucbac foi realizada por meio de PCR
em tempo real. Dois microlitros de cDNA de cada amostra foi amplificada
por meio do ensaio por SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen Valencia, CA,
USA) em uma reagdo com volume final de 20 uL e primers especificos. O
controle negativo da reagao consistiu de agua em substituicdo ao cDNA. A
amplificacdo dos produtos de PCR foi realizada no equipamento Applied
Biosystems StepOnePlus™. Os dados foram analisados pelo programa
StepOne™ Software v2.2.2 com base no valor de Ct (“cicle threshold” ou
ciclo limiar), sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos onde a
amplificagdo atinge dado limiar, o que permite a analise quantitativa da
expressao do fator em avaliacao.

Os valores de Ct obtidos nesses experimentos foram utilizados para o
célculo da expressao relativa de mRNA em relagao aos do gene constitutivo
da fosfoproteina ribossomal acidica (ARBP), que foi amplificado para
normalizacdo das amostras.

Essa relacdo € denominada pelo Delta Delta Ct (AACt) que é
calculada pela férmula:

ACt da amostra = (Ct gene-alvo - Ct gene endbgeno)

ACt da amostra referéncia = (Ct gene-alvo - Ct gene enddgeno)

AACt = (ACt amostra — ACt amostra referéncia)

Em funcéo da caracteristica logaritmica dessa variavel, foi utilizado o

A -AACt .
parametro 2 para a analise dos dados conforme recomendado na
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literatura®”. Assim, foi possivel determinar a express&o génica individual de
cada animal.

As sequéncias dos primers especificos para o gene Mucb5ac de ratos
que foram utilizados neste estudo estdo depositada no GenBank (acesso n°

AB042530)%8:

Fita sense, 5-AACTCTGCCCACCACAAGC-3’;

Fita antisense, 5-TGCCATCTATCCAATCAGTCCAAT-3'.

4.10 Avaliagao da concentragao da proteina mucina do gene Muc5ac

4.10.1 Extracao e quantificagao da proteina total

A proteina total foi extraida de 100 mg de tecido pulmonar de cada
amostra utilizando a solugao de lise "RIPA Lysis Buffer 1x" Santa Cruz (SC-
24948). As amostras foram colocadas em tubos juntamente com a solugao
de lise e 5 beads de aco utilizadas para lise de materiais. O equipamento
utilizado para lise das amostras foi o (Cryolys Cooling - modelo BC-CRLS)

Apos a lise, os tubos foram transferidos para uma centrifuga e foram
centrifugados por 20 minutos a 4°C a 1500 RPM. Terminada a centrifugacgao,
o sobrenadante contendo proteina total, foi transferido para um tubo limpo. O
pellet foi descartado.

Para a obtencdo do valor de concentracdo das amostra, em cada

poco de uma placa de ELISA, foi colocado 10 uL de cada amostra diluida
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40X em PBS e 80 pL de solugdo de BCA do kit BCA assay da Thermo. A
quantificacdo da proteina total foi realizada utilizando-se o equipamento de

leitura de microplacas ELISA da Molecular Devices modelo SpectraMax 13.

4.10.2 Quantificagado da proteina mucina do gene Muc5ac por Dot Blot

A técnica de dot blot basicamente, consiste na fixacdo das proteinas
na forma de pontos em uma membrana de nitrocelulose (Figura 15). A
transferéncia das proteinas para a membrana ocorre através da formacao de
vacuo gerado pele equipamento de dot blot, que consiste de uma placa com
96 pocos e uma camara conectada a um compressor de ar utilizado para
gerar o vacuo (figura 16). A membrana de nitrocelulose juntamente com um

filtro é colocada entre a placa de 96 pocos e a camera.

Figura 15 — Membrana de nitrocelulose com os pontos de proteinas aderidos
e corados com ponceau
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Figura 16 — Equipamento de dot blot utilizado para transferéncia da proteina
para a membrana de nitrocelulose

Com objetivo de obter a melhor diluigho para a analise de
concentragdo da proteina mucina do gene Mucb5ac, 12,5 ug/pl da proteina
total de cada amostra foi diluida 50X em solucédo de PBS. Apds esta diluicdo
foi realizada uma diluicdo seriada em solu¢do de PBS 1:2, 1:4 e 1:8. Estas
diluicbes de cada amostra foram aplicadas na placa de dot blot com volume
de 200 pL.

ApOs a adsorgdo das amostras na membrana de nictrocelulose, o
bloqueio foi realizado com solucdo de leite desnatado a 5% em tampao
contendo tris base 10 mM, NaCl 150 mM e 0,05% de Tween, pH7,4 (TBS-T).

A deteccdo da proteina mucina do gene Mucb5ac foi realizada pela
incubacdo com anticorpo primario Santa Cruz® (Mucin 5AC Anticorpo
(45M1): sc-21701) diluido 1:500 em TBS-T por 16 horas a 4°C. Apos este

periodo, a membrana de nitrocelulose foi incubada com anticorpo secundario
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fluorescente (LI-COR Biociences) anti-mouse diluido 1:2000 em TBS-T por
uma hora em temperatura ambiente. A revelacao foi realizada pelo método
fluorescente no sistema Odyssey imaging system (LI-COR Biociences). A
densitometria das marcacgoes foi realizada utilizando o software do sistema

Odyssey.

4.11 Avaliacao de células apoptéticas por imuno-histoquimica

4.11.1 Preparo das laminas para imuno-histoquimica

Primeiramente, foi montado o conjunto de l|aminas silanizadas
contendo os cortes de tecido de aproximadamente 3 a 4 um de espessura,
em suporte adequado.

Em seguida, as laminas passaram rapidamente em trés banhos de
xilol frio, dois banhos de alcool absoluto, um banho de alcool 95° e um
banho de alcool 70°. Terminado os banhos, iniciou-se a desparafinizacdo do
tecido em xilol a quente, em estufa a 60 - 65°C, durante 10 a 20 minutos.
Apds esse periodo, as laminas foram lavadas em agua corrente e depois em
agua ultra pura. Apés as lavagens, as laminas foram mergulhadas em acido
férmico por 3 minutos e depois lavadas novamente com agua corrente e
agua ultra pura.

Para todos os marcadores a recuperagédo dos antigenos foi realizada
em alta temperatura em panela de pressdo pascal (Dako) por 1 minuto a

125°C, onde as laminas foram colocadas em solugao de citrato pH 6,0. Apds
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esse processo, as laminas foram lavadas em &gua corrente e &agua
destilada.

Para a realizacao do bloqueio, foi utilizada uma mistura meio a meio
de metanol com agua oxigenada (3%) por 10 minutos, essa operagao foi
repetida duas vezes. Apds o bloqueio, as laminas foram lavadas em agua
corrente, depois com agua destilada e por fim, com PBS trés vezes por trés
minutos.

Na sequéncia, as laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios em camera umida, permanecendo na geladeira por um periodo de
18 - 20 horas. A titulacdo do anticorpo para Caspase 3 (NB 500-210, Novus
Biologicals) foi de 1:2400 e para o anticorpo para Bcl-2 (NB 100-56101,
Novus Biologicals) a titulagao foi de 1:100.

Apos a incubacdo com os anticorpos primarios, as laminas foram
lavadas com TBS por 3 minutos e depois incubadas com por 30 minutos a
37°C com o polimero-HRP EasyLink One (ref. 12-20502 Immunobioscience,
EUA).

Na sequéncia da incubagdo com o polimero-HRP, as laminas foram
lavadas com TBS trés vezes por 3 minutos e entado foi realizada a revelagao
colocando as laminas em solugdo de cromégeno (70 mg de DAB -
diaminovenzidina) em 100 mL de tris-HCL pH 7,6 + 30 uL de agua
oxigenada 30 V por 5 minutos, sendo realizada lavagens em agua corrente

apos esse periodo.
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Por fim, foi realizada a contra coloragcdo em Hematoxilina de Harris
por 20 segundos para cada lamina e a lavagem em agua corrente por 5

minutos.

4.11.2 Quantificagao de células positivas para Bcl-2 e Caspase 3

A quantificagdo da porcentagem de células da via aérea marcadas
para Bcl-2 e Caspase 3 foi realizada com uso de microscopio oOptico
equipado com ocular reticulada de retas e pontos, foram contadas as células
positivas e negativas que coincidiram com os pontos do reticulo, e desta
forma foi calculada a porcentagem das células positivas para os marcadores

de Bcl-2 e Caspase 3 (Figura 17).
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Figura 17 - Cortes histolégicos de vias aéreas de pulmdes de ratos com
reticulo de pontos e retas (aumento de 400x): Em A, a seta indica células do
epitélio da via aérea imunocoradas com anticorpos para Bcl-2 e em B, a seta
indica células do epitélio da via aérea imunocoradas com anticorpos para
Caspase 3
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4.12 Analise estatistica

4.12.1 Estatistica descritiva

As anadlises descritivas para os dados quantitativos que apresentaram
distribuicao normal foram realizadas, apresentado as médias acompanhadas
dos respectivos desvios padrao (+dp). Para os dados quantitativos sem
distribuicdo normal, foram expressos através das medianas e intervalo
interquartil 1Q(25 — 75%). Os pressupostos da distribuicdo normal em cada
grupo e a homogeneidade das variancias entre os grupos foram avaliados

respectivamente, com o teste de Shapiro-Wilk e com o teste de Levene.

4.12.2 Estatistica inferencial

Para as variaveis quantitativas que apresentaram distribuicdo normal
onde foram analisados dois fatores (grupo e tempo), foi utilizada a Analise
de Variancia de Duplo Fator (ANOVA), e quando foi necessaria a realizagao
de comparacdes multiplas de médias, foi utilizado o teste de Bonferroni.
Quando a variavel nao apresentou distribuicdo normal, recorremos ao teste
Kruskal-Wallis para o fator grupo e quando foi necessario a realizagdo de
comparagdes multiplas, foi utilizado o teste de Dunn. Para o fator tempo foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. Todas as analises foram realizadas no

software SPSS 21 for Windows com nivel de significancia de a=0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise do lavado broncoalveolar (LBA)

Na avaliacdo do numero de leucécitos encontrados no LBA dos
animais tratados por 7 e 15 dias, ndo foi encontrada diferencga
estatisticamente significante na comparagao entre os grupos (Graficos 1 e
2). Na comparagao entre os tempos 7 e 15 dias de cada grupo, foi
encontrada diferenga estatisticamente significante nos grupos Basiliximabe e
Triplice, sendo que em 15 dias o numero de leucdcitos foi maior do que em 7

dias (Grafico 3).

Grafico 1 - Comparagao do numero de leucécitos encontrados no LBA entre
os grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice tratados
por 7 dias
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Grafico 2 - Comparagao do numero de leucécitos encontrados no LBA entre
os grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice tratados
por 15 dias
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Grafico 3 - Comparacao do numero de leucécitos encontrados no LBA entre
os tempos 7 e 15 dias de cada grupo: Controle, Basiliximabe, Triplice, e
Basiliximabe+Triplice
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5.2 Determinagao da FBC

Nao foi encontrada diferenga estatisticamente significante entre os

grupos dentro de cada tempo estudado quanto a FBC (Grafico 4).

Grafico 4 - Comparagdo da FBC entre os grupos Controle,

Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice em 7 e 15 dias.
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Nas comparacgdes entre os tempos 7 e 15 dias, foram encontradas
diferengas estatisticamente significantes quanto a FBC nos grupos tratados

com a terapia triplice e terapia triplice combinada com basiliximabe (Grafico

5).
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Grafico 5 - Comparagao da FBC entre os tempos de 7 e 15 dias nos grupos
Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice
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5.3 Determinagao da VTMC

Nos grupos tratados por 7 dias, a droga basiliximabe diminuiu a
VTMC quando administrada isoladamente e combinada com a terapia
triplice. Nos grupos tratados por 15 dias, a VTMC foi mais baixa nos grupos
tratados com a terapia triplice isolada e combinada com basiliximabe

(Grafico 6 e Tabela 1).
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Grafico 6 — Comparagédo da VTMC entre grupos Controle, Basiliximabe,
Triplice e Basiliximabe+Triplice em 7 e 15 dias
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Tabela 1 — Comparagdes multiplas entre os grupos tratados por 7 e 15 dias
da VTMC

Grupos P

7 dias 15 dias
Controle x Basiliximabe < 0,001 0,311
Controle x Triplice > 0,999 0,006
Controle x Basiliximabe+Triplice < 0,001 < 0,001
Basiliximabe x Triplice 0,013 0,910
Basiliximabe x Basiliximabe+Triplice > 0,999 0,031
Triplice x Basiliximabe+Triplice 0,001 0,942

Nas comparagdes entre os tempos, o0 unico grupo que apresentou
diferenga estatisticamente significante foi o grupo tratado com a terapia

triplice (Grafico 7).
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Grafico 7 - Comparagao da VTMC entre os tempos de 7 e 15 dias nos
grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice
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5.4 Transportabilidade do muco - in vitro

Nos grupos tratados por 7 dias, nao foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (Grafico 8). Nos grupos
tratados por 15 dias, a velocidade relativa de transporte do muco foi mais
baixa no grupo tratado com a terapia triplice combinada com basiliximabe

comparado com o grupo controle. (Grafico 9 e tabela 2).
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Grafico 8 - Comparacédo da velocidade relativa de transporte do muco no
r& entre os grupos Controle,
Basiliximabe+Triplice de animais tratados por 7 dias
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Grafico 9 - Comparacédo da velocidade relativa de transporte do muco no
r& entre os grupos Controle,
Basiliximabe+Triplice de animais tratados por 15 dias
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Tabela 2 — Comparacdes multiplas da velocidade relativa de transporte do
muco no palato de ra& dos animais tratados por 15 dias

Grupos p
Controle x Basiliximabe 0,999
Controle x Triplice 0,999
Controle x Basiliximabe+Triplice 0,050
Basiliximabe x Triplice 0,999
Basiliximabe x Basiliximabe+Triplice 0,205
Triplice x Basiliximabe+Triplice 0,292

Na comparagédo entre os tempos de 7 e 15 dias, somente o grupo
Basiliximabe+Triplice apresentou diferenga estatisticamente significante,
sendo que os animais tratados por 15 dias apresentaram mediana de
velocidade relativa de transporte do muco menor do que dos animais
tratados por 7 dias (Grafico 10).

Grafico 10 — Comparacgao da velocidade relativa de transporte do muco no
palato de ra entre os tempos de 7 e 15 dias nos grupos Controle,
Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice
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5.5 Analise morfométrica - muco acido e neutro

Nao houve diferengca estatisticamente significante quanto a
quantidade de muco acido entre grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e

Basiliximabe+Triplice, tratados por 7 e 15 dias (Graficos 11 e 12).

Grafico 11 - Comparagdo da porcentagem de muco acido das células
caliciformes entre os grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e
Basiliximabe+Triplice de animais tratados por 7 dias
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Grafico 12 - Comparagdo da porcentagem de muco acido das células
caliciformes entre os grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e
Basiliximabe+Triplice de animais tratados por 15 dias
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Na comparagao da porcentagem de muco acido entre os tempos de 7
e 15 dias, somente os grupos Controle e Triplice apresentaram diferenga
estatisticamente significante, sendo que os animais tratados por 15 dias
apresentaram mediana de porcentagem do muco acido maior do que dos

animais tratados por 7 dias (Grafico 13).
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Grafico 13 - Comparagao da porcentagem de muco neutro entre os tempos

dentro de cada grupo: Controle, Basiliximabe, Triplice e
Basiliximabe+Triplice
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Nao houve diferengca estatisticamente significante quanto a
quantidade de muco neutro entre grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e

Basiliximabe+Triplice, tratados por 7 e 15 dias (Graficos 14 e 15).
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Grafico 14 - Comparagdo da porcentagem de muco neutro das células
caliciformes entre os grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e
Basiliximabe+Triplice de animais tratados por 7 dias
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Grafico 15 - Comparagcdo da porcentagem de muco neutro das células
caliciformes entre os grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e
Basiliximabe+Triplice de animais tratados por 15 dias

30,00

25,00

e 20,00 p=0,874

15,00

Muco neutro (%

=
o
o
?

[e]

’

5’00_ E

I I I I
Controle Basiliximabe Triplice Basiliximabe e
Triplice




RESULTADOS 71

Na comparagao da porcentagem de muco neutro entre os tempos de
7 e 15 dias, nao foi encontrada diferenga estatisticamente significante em

nenhum dos grupos (Grafico 16).

Grafico 16 - Comparagcdo da porcentagem de muco neutro das células
caliciformes entre os tempos dentro de cada grupo: Controle, Basiliximabe,
Triplice e Basiliximabe+Triplice
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5.6 Analise quantitativa da expressao do gene Muc5ac

Ndo houve diferenga estatisticamente significante quanto a
concentragao relativa de RNAmM do gene Mucbac entre os grupos Controle,
Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice, tratados por 7 e 15 dias e na

comparagao entre os tempos de 7 e 15 dias para cada grupo. (Graficos 17,

18 € 19).
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Grafico 17 - Comparagédo da expressao relativa do gene Mucbac entre os
grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice de animais
tratados por 7 dias
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Grafico 18 - Comparagédo da expressao relativa do gene Mucbac entre os
grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice de animais
tratados por 15 dias.
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Grafico 19 - Comparagédo da expressao relativa do gene Mucbac entre os
tempos dentro de cada grupo: Controle, Basiliximabe, Triplice e
Basiliximabe+Triplice
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5.7 Avaliagado da concentragao da proteina mucina do gene Muc5ac

por Dot Blot

Nao houve diferengca estatisticamente significante quanto a
intensidade do dot blot da proteina mucina do gene Mucbac entre os grupos
Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice, tratados por 7 e 15
dias. Na comparacgéao entre os tempos de 7 e 15 dias para cada grupo, sé no
grupo controle, foi encontrada diferenga estatisticamente significante, sendo
que os animais tratados por 15 dias apresentaram mediana da intensidade
do dot blot da concentracdo da mucina menor do que os animais tratados

por 7 dias (Gréficos 20, 21 e 22).
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Grafico 20 - Comparagdo da concentragdo da proteina mucina do gene
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Grafico 21 - Comparagado da concentragdo da proteina mucina do gene
os grupos Controle, Basiliximabe, Triplice
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Grafico 22 - Comparagado da concentragdo da proteina mucina do gene
Mucb5ac entre os tempos dentro de cada grupo: Controle, Basiliximabe,
Triplice e Basiliximabe+Triplice
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5.8 Quantificacao de células marcadas com anticorpo anti-Bcl-2

Houve diferenga estatisticamente significante quanto a porcentagem
de células da via aérea marcadas com anticorpo anti-Bcl-2 entre os grupos
tratados por 7 dias, sendo que o grupo Basiliximabe+Triplice apresentou
uma porcentagem média de células marcadas para Bcl-2 maior do que o
grupo Triplice e o grupo Basiliximabe. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos tratados por 15 dias (Grafico 23 e Tabela 3). Na
comparagao entre os tempos de 7 e 15 dias para cada grupo, com excegao
do grupo Basiliximabe+Triplice, todos os grupos apresentaram diferenga

estatisticamente significante, sendo que os animais tratados por 15 dias
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apresentaram porcentagem média de células marcadas para Bcl-2 maior do

que os animais tratados por 7 dias (Grafico 24).

Grafico 23 - Comparacado do numero de células da via aérea marcadas com
anticorpo anti-Bcl-2 entre os grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e
Basiliximabe+Triplice de animais tratados por 7 e 15 dias
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Tabela 3 — Comparagdes multiplas do numero de células da via aérea
marcadas com anticorpo anti-Bcl-2 entre os grupos tratados por 7 e 15 dias

Grupos p
Controle x Basiliximabe 0,050
Controle x Triplice 0,999
Controle x Basiliximabe+Triplice 0,131
Basiliximabe x Triplice 0,248
Basiliximabe x Basiliximabe+Triplice < 0,001

Triplice x Basiliximabe+Triplice 0,024
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Grafico 24 - Comparacédo do numero de células da via aérea marcadas com
anticorpo anti-Bcl-2 entre os tempos 7 e 15 dias de tratamento dentro de
cada grupo: Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice
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5.9 Quantificagao de células marcadas com anticorpo anti-Caspase 3

Houve diferenga estatisticamente significante quanto a porcentagem
de células da via aérea marcadas com anticorpo anti-Caspase-3 entre os
grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice, tratados por
7 e 15 dias, sendo que, nos animais tratados por 7 dias o grupo Triplice
apresentou uma porcentagem meédia de células marcadas para Caspase-3
maior do que os grupos Controle e Basiliximabe, ja nos animais tratados por
15 dias, o grupo Basiliximabe+Triplice apresentou uma porcentagem meédia
de células marcadas para Caspase-3 maior do que os grupos Controle e
Basiliximabe (Grafico 25 e Tabela 4). Na comparag&o entre os tempos de 7
e 15 dias para cada grupo, s6 no grupo Triplice, foi encontrada diferenca

estatisticamente significante, sendo que os animais tratados por 7 dias
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apresentaram uma porcentagem média de células marcadas para Caspase-

3 maior do que os animais tratados por 15 dias (Grafico 26).

Grafico 25 - Comparacado do numero de células da via aérea marcadas com
anticorpo anti-Caspase-3 entre os grupos Controle, Basiliximabe, Triplice e
Basiliximabe+Triplice de animais tratados por 7 e 15 dias
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Tabela 4 — Comparagdes multiplas do numero de células da via aérea
marcadas com anticorpo anti-Caspase-3 entre os grupos tratados por 7 e 15
dias

Grupos P
7 dias 15 dias
Controle x Basiliximabe > 0,999 0,799
Controle x Triplice 0,013 > 0,999
Controle x Basiliximabe+Triplice > 0,999 0,014
Basiliximabe x Triplice 0,006 0,537
Basiliximabe x Basiliximabe+Triplice 0,742 < 0,001

Triplice x Basiliximabe+Triplice 0,345 0,058




RESULTADOS 79

Grafico 26 - Comparagao do numero de células da via aérea marcadas com
anticorpo anti-Caspase-3 entre os tempos 7 e 15 dias de tratamento dentro
de cada grupo: Controle, Basiliximabe, Triplice e Basiliximabe+Triplice
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6 DISCUSSAO

Os pulmbes sao expostos a aproximadamente 12000 L de ar por dia,
ar que frequentemente estd contaminado com uma variedade de
substancias, como por exemplo, particulados de diferentes tamanhos,
substancias quimicas, fumaca de cigarro e organismos biolégicos'>.

Mesmo com toda essa agressdo, os pulmdes conseguem funcionar
de forma eficaz®. Isto se deve ao fato do epitélio das vias aéreas apresentar
em sua superficie uma camada protetora de muco, que desempenha papel
importante nos mecanismos de defesa do hospedeiro, servindo como uma
barreira fisico-quimica, prevenindo que substancias quimicas, particulados,
bactérias e virus alcancem a mucosa subjacente’*'31216:90.91

A depuracgao de corpos estranhos da superficie do epitélio das vias
aéreas exposta ao ar ocorre por meio das células ciliadas'?'31%1685 Qg
cilios destas células batem constantemente em sincronia, e o transporte é
produzido pela interacdo das células ciliadas com a camada de muco,

removendo as particulas inaladas das vias aéreas'>2.

O processo de
limpeza das vias aéreas através da interacdo entre as células ciliadas e o
muco € denominado de depuragao mucociliar'.

O mecanismo de movimento ciliar ocorre por meio de um conjunto de
proteinas que estdo localizadas no interior de cada cilio, denominado de
axonema. O axonema €& composto por nove duplas de microtubulos

interconectados e dispostos em um circulo. No centro do circulo encontra-se

um par de microtubulos, denominados microtubulos centrais. As duplas de
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microtubulos que formam o circulo sdo conectadas a bragos de dineina, uma
proteina motora com atividade de ATPase®.

Durante o movimento ciliar, ocorre ligagao entre moléculas de ATP e
moléculas de dineina. A dineina por sua vez, libera e encurta o brago que
liga as duplas de microtubulos fazendo com que elas deslizem uma apods a
outra. A medida que as moléculas de ATP vdo sendo hidrolisadas, as
ligagcdes entre as duplas de microtubulos retornam para a posigao inicial. O
controle do batimento ciliar ocorre na presenca de calcio, que controla a
disponibilidade de ATP para o axonema®.

O muco fica sobre uma camada fluida de aproximadamente 6 um de
espessura, denominada camada periciliar. A camada periciliar € muito
importante para o perfeito funcionamento da depuracao ciliar, porque ela
fornece um meio de baixa viscosidade entre a superficie ciliar e a camada de
muco, facilitando o movimento do cilio™ 2.

Como o epitélio é altamente permeavel a agua, o volume liquido da
camada periciliar € determinado pela quantidade de cloreto de sédio no
lumen da via aérea. Por sua vez, a quantidade de cloreto de sddio é
regulada pela concentracdo de sodio e cloro, onde o sédio € absorvido por
canais de sodio e o cloro é liberado através do regulador de condutancia
transmembrana em fibrose cistica (CFTR) e pelos canais de cloro que sao
ativados por calcio'%,

Muitos fatores podem causar alteracdes no funcionamento normal da

depuragao mucociliar, como desafios agudos ao trato respiratério por toxinas

ambientais, doencgas pulmonares e processos inflamatérios das vias
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aéreas'> 1685

Como exemplo dessas alteragcdes, podemos citar a
hipersecrecdo de mucinas pelas células secretoras, mudanca do perfil
histoquimico normal das glicoproteinas e metaplasia de células secretoras
% As alteracdes do funcionamento normal do aparelho mucociliar culminam
com a diminuigdo da depuragdo mucociliar'°.

Alguns trabalhos demonstraram que drogas imunossupressoras,
como a ciclosporina, tacrolimo e prednisona, também influenciam no
funcionamento normal do aparelho mucociliar, alterando FBC, VTMC, pH do
muco e velocidade de transporte do muco in vitro'%'.

As alteracdes que ocorrem na FBC podem ser atribuidas ao aumento

415 0 um

excessivo da quantidade do muco, mudancgas na sua qualidade
defeito direto da fungao ciliar, como a discinesia, onde o defeito é
geralmente nos bragos de dineina dos microtubulos axonemais'?. Em nosso
estudo, observamos que a droga imunossupressora basiliximabe nao
provocou alteracbes na FBC. A FBC normal é de 12 a 15 vezes por
segundo, resultando em uma VTMC de aproximadamente 1 mm por minuto.
A taxa de batimento ciliar pode ser aumentada por agonistas de receptores
purinérgicos, adrenérgicos, colinérgicos e de adenosina, bem como
substancias quimicas irritantes'.

Uma VTMC eficiente € dependente de uma adequada hidratacdo do
muco®. O muco normal é um gel com baixa viscosidade e elasticidade e é
facilmente transportado pelo batimento ciliar; por outro lado, o muco alterado
tem alta viscosidade e elasticidade e é mais dificil de ser transportado pelo

batimento ciliar, diminuindo a VTMC'3'49,
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Da mesma forma que na FBC, as alteragdes que ocorrem na VTMC
podem ser atribuidas a defeitos da fungado ciliar, como a discinesia,
hipersecrecdo de mucina e mudancas na composicdo do muco, como
alteracdes na biossintese das glicoproteinas ou uma hidratagao alterada da
camada periciliar.

A hipersecrecdo de mucina e a mudanga na composicdo quimica do
muco podem ocorrer por processos inflamatoérios e infecciosos. Este cenario
€ 0 mesmo que ocorre com algumas doengas, como bronquite crdnica,
fibrose cistica e asma®.

Os animais do nosso estudo foram tratados com imunossupressores,
ficando susceptiveis a infecgcoes e a processos inflamatorios. Apesar de nao
termos encontrado diferencas significantes entre os grupos quanto ao
numero de leucécitos no LBA, o numero mediano amostral de leucdcitos
para os animais tratados com basiliximabe, principalmente nos animais
tratados por 15 dias, foi maior comparado ao grupo Controle, e a
variabilidade do numero de leucdcitos entre os animais dentro do grupo
Basiliximabe+Triplice foi muito expressiva.

Isto nos faz acreditar que muitos dos animais tratados com
imunossupressores apresentaram algum grau de infecgao e inflamagao.

No nosso trabalho, observamos que o basiliximabe isolado e
combinado com a terapia triplice diminuiu a VTMC nos animais tratados por
sete dias. Nos animais tratados por 15 dias, a VTMC foi alterada nos animais
tratados com a terapia triplice e nos animais tratados com basiliximabe

combinado com a terapia triplice.
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O valor mais baixo da VTMC nos grupos Basilixiamabe e
Basilixiambe+Triplice provavelmente ocorreu pela acdo rapida do
imunossupressor basiliximabe. O basiliximabe € um indutor de
imunossupressao que tem como objetivo prevenir a rejeigao aguda1'2.

Sendo assim, os animais destes grupos ficaram imunossuprimidos
agudamente e, consequentemente, mais susceptiveis a infecgoes e a
processos inflamatdrios do que os animais dos outros grupos. Nos animais
tratados por 15 dias, o efeito do basiliximabe, foi muito baixo ou
praticamente  inexistente, prevalecendo o efeito das drogas
imunossupressoras da terapia triplice.

Tanto nos animais de sete dias quanto nos animais de 15 dias, essa
alteracdo da VTMC pode ter ocorrido por um aumento da producao de muco
causado por processos inflamatorios e infecciosos.

A viscoelasticidade, que faz parte das propriedades reoldgicas do
muco, em nosso estudo, foi analisada pela técnica de transportabilidade do
muco no palato de ra%%#:%°,

Nesta analise, observamos que o basiliximabe isoladamente nao
causou alteracbes no muco quanto a viscoelasticidade. No entanto, nos
animais tratados por 15 dias, a variabilidade entre os animais do grupo
Basiliximabe foi expressiva, ficando claro que alguns animais apresentaram
velocidade relativa (ré/rato) menor, indicando desta forma, muco menos
viscoelastico. Foi observada também, uma viscoelasticidade
significativamente menor nos animais tratados com basiliximabe combinado

com a terapia triplice.
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Como o basiliximabe isolado ndo alterou a viscoelasticidade, que é
um dos parametros da qualidade do muco e que pode alterar a VTMC, isto
nos leva acreditar que as alteragdes que ocorreram na VTMC dos animais
tratados por sete dias foram devido a um aumento da quantidade do muco
por hipersecrecdo de mucinas pelas células secretoras.

O perfil histoquimico normal das glicoprotéinas mucinas varia com o
nivel da via aérea, fase de maturacao e espécie. Nos seres humanos, as
células secretoras de muco das vias aéreas podem produzir glicoproteinas
neutras, acidas ou uma mistura das duas®. As mucinas acidas podem ser
subdividas em sialomucinas por apresentarem o acido sialico ou
sulfomucinas por apresentarem ésteres de sulfato®’.

Doencas pulmonares como bronquite e fibrose cistica, além da
fumacga de cigarro, alteram as caracteristicas histoquimicas das mucinas,
onde as células secretoras de muco produzem relativamente mais mucinas
acidas®.

Em ratos, o muco neutro é preferencialmente secretado nas vias
aéreas superiores e o0 muco acido é secretado nas vias areas periféricas. A
exposicao aguda a fumaga de cigarro elimina estas diferengas regionais
dentro de 24 horas, resultando em dominancia por células que produzem
muco acido e neutro em todo o trato respiratério do rato. A exposi¢ao
prolongada a fumaca de cigarro acaba por resultar numa populagéo de
células que produzem apenas muco acido®.

A mediana da quantidade de muco acido nao sofreu alteracao

significante nos animais tratados com nenhuma das drogas
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imunossupressoras utilizadas em nosso estudo. Porém, uma grande
variabilidade €& apresentada nos grupos Basiliximabe e Basiliximabe +
Triplice em 7 dias e nos grupos Triplice e Basiliximabe + Triplice em 15 dias.
Isso mostra que, para alguns animais, 0s imunossupressores alteraram a
quantidade de muco acido. Provavelmente, isso aconteceu para aqueles
animais que apresentaram numero maior de leucécitos.

A mediana do muco neutro também né&o sofreu alteracéo significante
nos animais tratados com drogas imunossupressoras. Porém, igualmente ao
que foi observado com o muco acido, os animais que receberam drogas
imunossupressoras apresentaram variabilidade expressiva da quantidade de
muco neutro.

Este nivel mais alto da quantidade de muco acido e neutro, para
alguns animais dos grupos tratados com imunossupressores, mostra que
houve um aumento da quantidade de muco produzido pelas células
secretoras do epitélio das vias aéreas.

A elevacao da quantidade de muco nas vias aéreas € devida ao
aumento da expressao de mucinas pelos genes da familia Muc, como por
exemplo, o gene Mucbac, um dos principais genes de produ¢cao de muco
das vias aéreas, sendo expresso nas células caliciformes'#16:8292

As células produtoras de muco apresentam proteinas de membrana
que respondem a varios estimulos, como bactérias, material particulado e
uma grande variedade de estimulos inflamatérios, ocasionados por uma
variedade de citocinas das células inflamatorias. Estes estimulos ativam

rotas de transducio de sinais e que, por fim, ativam o gene Muc5ac'6:8288:89,
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A asma, por ser uma doenca inflamatdria crénica das vias aéreas, €
um bom exemplo, apresentando muitas caracteristicas do cenario, onde
ocorrem infiltracdo e ativacdo de varias células inflamatdrias®®.
Camundongos que foram sensibilizados com antigenos, quando desafiados
com uma unica dose aerossol de antigenos, apresentaram uma resposta
aguda de neutrdfilos duas a seis horas apdés o desafio, seguida por uma
resposta tardia (1 a 7 dias ap6s desafio) de linfécitos T auxiliar e eosinofilos.
Esse processo inflamatério elevou a expressao do gene Muc5ac®®.

Em nosso estudo, a droga basiliximabe isolada e em combinagado com
as drogas da terapia triplice ndo alterou de forma significante a expressao do
gene Mucbac, mas a variabilidade da expressao nos grupos Triplice e
Basiliximabe+Triplice foi muito expressiva, com alguns animais
apresentando valores de expressao génica relativa para o gene Muc5ac bem
elevados.

Apods a transcricdo do RNA mensageiro do gene Mucbac, a proteina
mucina é traduzida no ribossomo e em seguida transferida para o interior do
complexo de Golgi, na regidao cis-Golgi, onde inicia-se a O-glicosilagado da
proteina mucina, apds a transferéncia de N-Acetilgalactosamina (GalNAc)
para aminoacidos serina e treonina pela enzima N-Acetilgalactosamina
transferase. Desta forma, alterando a conformacdo de apomucinas
globulares para moléculas lineares, facilitando a transferéncia de hexoses e
ou hexosaminas para cada O-glicano nascente por uma série de
glicosiltransferases. Apds as mucinas estarem totalmente glicosiladas, elas

sdo empacotadas e armazenadas em granulos de secregao, ficando neste
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estado, até que um secretagogo de mucina desencadeie a secregao da
mucina na superficie apical’®.

Na avaliagdo da concentragcéo da proteina mucina do gene Mucbac
nas vias aéreas pela analise da intensidade do dot blot, observamos que a
droga basiliximabe isolada e em conjunto com as drogas da terapia triplice
nao causou alteracdes significantes, sendo que nos animais tratados por 15
dias a mediana do grupo Basiliximabe foi maior que a do grupo Controle.

E importante ressaltar que os mecanismos que regulam os sinais de
transdugcdo que conduz ao aumento da expressdo do gene Mucbac sao
independentes dos mecanismos de secrecdo das mucinas''®. A regulagdo
da expressao do gene Muc requer minutos a horas e a biossintese entre 6 e
24 horas, contrastando com o tempo de secregcdo que € bem rapido,
ocorrendo em segundos a minutos'®

O ATP parece ser o secretagogo mais importante para a superficie do
epitélio, atuando sobre os receptores purinérgicos P2Y,, da membrana
apical. A presenca continua de baixos niveis de ATP no liquido da
superficie das vias aéreas causa baixa atividade de secrecéo, resultando na
secrecdo basal de mucinas proporcionando uma barreira normal. Na
presenca elevada de ATP, granulos de mucinas que estdo acumulados
intracelularmente sdo secretados rapidamente, causando uma hipersecrec¢ao
de muco, podendo ocasionar uma oclusao luminal das vias aéreas’,

Na avaliacdo do numero de células apoptéticas pela quantificagcao de
células marcadas por anticorpos anti-Bcl-2 e anti-Caspase 3, o basiliximabe

isolado e em conjunto com as drogas da terapia triplice, ndo causou
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alteracbes nos animais tratados por 7 dias. Ja nos animais tratados por 15
dias, o grupo Basiliximabe+Triplice, apresentou valor médio da porcentagem
de células apoptdéticas maior comparado com os outros grupos. Embora o
grupo Basiliximabe+Triplice tenha apresentado um valor médio de células
apoptéticas maior do que os outros grupos, este resultado provavelmente
ocorreu pela agdo da terapia ftriplice, visto que o grupo tratado
exclusivamente com basiliximabe n&o apresentou alteracdo quando

comparado com o grupo Controle.

Com o0s nossos resultados, pudemos observar que a droga
basiliximabe, causou alteragdes no aparelho mucociliar de forma indireta,
através de processos inflamatérios e infecciosos, devido ao efeito
imunossupressor desta droga. Isto ndo descarta um efeito direto da droga
basiliximabe nas células ciliadas ou nas células produtoras de muco, como
na expressao do gene Mucbac, na biossintese da mucina ou no processo de
secrecao das mucinas. Entretanto, para avaliagdes mais aprofundadas, o
modelo de cultura ciliar de células do epitélio das vias aéreas se torna
necessario, proporcionando um controle de um numero maior de variaveis.

A comparacido dos nossos resultados com outros da literatura fica
limitada devido a escassez de estudos sobre os efeitos colaterais do

basiliximabe em outros érgéos e tecidos.
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7 CONCLUSAO

A droga basiliximabe, isolada e em conjunto com a terapia triplice
(tacrolimo, micofenolato de sddio e prednisona), causou efeitos adversos no
aparelho mucociliar traqueobrénquico de ratos, especificamente na

depuracado mucociliar.
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ANEXO

Anexo A — Aprovacdo da Comissdo de Etica

g

MEDICINA

ISP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessdo de 07/11/2012, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 315/12 intitulado: “EFEITOS DO BASILIXIMAB
COM E SEM A TERAPIA TRiPLICE NA DEPURACAO MUCOCILIAR DAS
VIAS AEREAS DE RATOS: ESTUDO EXPERIMENTAL” que utilizard 120
animais da espécie Ratos Wistar, apresentado pela COMISSAO CIENTIFICA
DO INCOR.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatério final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Rogerio Pazetti

Pesquisador (a) Executante: Aristides Tadeu Correia

CEP-FMUSP, 08 de Novembro de 2012.

g
i

-
Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissfo de Etica no Uso de Animais

Prof. Dr. Paulo Euripedes Marchiori
Vice-Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina

e-mail: cep fr@usp.br
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