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RESUMO: Justificativa e Objetivos: De acordo com estudos
anteriores, a melatonina, uma indolamina, pode possivelmente
reduzir a dispneia em pacientes que apresentam asma ou DPOC.
Adicionalmente, foi provado igualmente, através dos estudos
experimentais, que a molécula joga possivelmente um papel
antiinflamatorio, porque pode inibir a transcri¢do de NFk-B em
modelos experimentais da asma e do COPD. Este estudo tem
como objetivo investigar os efeitos da melatonina em modelos
experimentais de asma, DPOC e Sobreposi¢ao da Asma-DPOC
(ACO). Métodos: 64 camundongos foram divididos em 8
grupos, a fim de induzir DPOC (grupo “ELA”), asma (“OVA”)
ou ACO (“ACO”). O grupo controle (“SAL”) recebeu solugao
salina. Os grupos de tratamento (“+MEL”) foram submetidos
aos dois protocolos de doenca e também receberam Melatonina
(intraperitonealmente). Apds os protocolos, foram avaliados
o oxido nitrico exalado (Eno), bem como as células totais e
diferenciais do fluido do lavado broncoalveolar. Resultados:
OVA+MEL (11.3+1.65ppb) apresentou redugdo em eNO em
comparagdo a OVA (24.17+4.30ppb). Além disso, OVA+MEL
(11.3£1.65x10* céls./mL) ¢ ACO+MEL (2.17+£0.63x10* céls./
mL) apresentaram redugdo na quantidade de células totais
em comparacdo a OVA (25.70+4.59x10* céls./mL) e ACO
(14.334£3.11x10* céls./mL), respectivamente. Houve queda na
contagem de eosindfilos em OVA+MEL (5.37+1.41x10* céls./
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mL) e em ACO+MEL (0.87+0.36x10* céls./mL) em comparagao
a OVA (18.67+4.01x10* céls./mL) e ACO (1.45+0.41x10* céls./
mL), respectivamente. Adicionalmente, o numero de linfocitos
apresentou redugdo em OVA+MEL (1.00+0.24x10* céls./mL)
em compara¢do a OVA (3.94+1.15x10* céls./mL). O niimero
de macrofagos também apresentou redu¢do em OVA+MEL
(3.09+£0.39x10* céls./mL) e em ACO+MEL (1.10+0.27x10*
céls./mL) em comparagdo a OVA (7.26+1.93x10* céls./mL) e
ACO (6.41£1.54x10* céls./mL), respectivamente (p<0.05 para
todas as comparagdes). Nao houve diferenca na comparacao
da contagem de neutréfilos nos diferentes grupos analisados.
Conclusdo: O tratamento com melatonina mostrou-se, em modelo
experimental de asma e ACO, efetivo na redug@o de parametros
pro-inflamatorios, podendo representar um papel importante
no controle de tais patologias. Além disso, o tratamento com
melatonina em modelos experimentais de lesdo pulmonar induzida
por elastase ndo se mostrou eficaz no controle de parametros
proé-inflamatorios no fluido do lavado broncoalveolar, sendo
necessarios mais estudos para o entendimento dos mecanismos
de acdo da melatonina no tecido pulmonar e nas vias aéreas.

Palavras-chave: Melatonina; Inflama¢do; Remodelamento;
Asma; DPOC; ACO.
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ABSTRACT: Background and Objectives: According to
previous studies, melatonin, an indolamine, may possibly reduce
dyspnea in patients with asthma or COPD. Additionally, it has
also been proven, through experimental studies, that the
molecule possibly plays an anti-inflammatory role, because
it might inhibit transcription of NFk-B in experimental models
of asthma and COPD. This study aims to investigate the effects
of melatonin in experimental models of asthma, COPD and
Asthma-COPD Overlap (OCP). Methods: 64 mice were divided
into 8 groups in order to induce COPD (group “ALS”), asthma
(“OVA”) or OC (“ACQO”). The control group (“SAL”) received
saline. The treatment groups (“+MEL”) were submitted to both
disease protocols and also received Melatonin (intraperitoneally).
After the protocols, the exhaled nitric oxide (Eno) and the
total and differential cells of the bronchoalveolar lavage fluid
were evaluated. Results: OVA+MEL (11.3+1.65ppb) showed
reduction in Eno compared to OVA (24.17+4.30ppb). In the
analysis of the bronchoalveolar lavage fluid cells, OVA+MEL

INTRODUCAO

Asma

Azsma ¢ uma doenca inflamatéria cronica

aracterizada pela hiperresponsividade

das vias aéreas inferiores e pela limitagdo variavel
ao fluxo aéreo, reversivel espontaneamente ou com
tratamento, manifestando-se clinicamente por episddios
recorrentes de sibilos, dispneia, aperto no peito e tosse,
particularmente a noite e de manha ao acordar. Resulta
de uma interagdo entre genética, exposi¢cao ambiental e
outros fatores especificos que levam ao desenvolvimento
e manutengdo dos sintomas’.

A principal caracteristica fisiopatolégica da asma
¢ a inflamagdo bronquica, resultante de um amplo e
complexo espectro de interagdes entre células inflamatorias,
mediadores e células estruturais das vias aéreas®>.A
resposta inflamatoria alérgica ¢ iniciada pela interacao
de alérgenos ambientais com células que tém a fungdo de
apresentar esses alérgenos ao sistema imunolégico, mais
especificamente aos linfocitos Th2. Estes, por sua vez,
produzem citocinas responsaveis pelo inicio e manutengao
do processo inflamatério. A IL-4 desempenha um papel
importante no aumento da producdo de anticorpos IgE
especificos para alérgenos'*.

Varios mediadores inflamatorios sdo liberados
por mastécitos (histamina, leucotrienos, triptase e
prostaglandinas), por macréfagos (fator de necrose
tumoral - TNF-alfa, IL-6, 6xido nitrico), por linfocitos T
(IL-2, IL-3, IL-4, IL-5), eosinofilos (principais proteinas
basicas, ECP, EPO, mediadores lipidicos e citocinas),
neutrofilos (elastase) e células epiteliais (endotelina-1,
mediadores lipidicos, 6xido nitrico). Através dessa resposta
inflamatoria, danos e alteragdes na integridade epitelial
sao produzidos. Além disso, alteragdes na permeabilidade
vascular, hipersecre¢do de muco, alteracdes na fungdo
mucociliar e aumento da reatividade do musculo liso das
vias aéreas estdo presentes®. Esses mediadores também

(11.3+1.65x10* cells/mL) and ACO+MEL (2.17+0.63x10* cells/
mL) showed a reduction in the amount of total cells compared
to OVA (25.70+4.59x10* cells/mL) and ACO (14.33+3.11x10*
cells/mL), respectively. There was a decrease in eosinophil
count in OVA+MEL (5.37+1.41x10* cells/mL) and ACO+MEL
(0.87+0.36x10* cells/mL) compared to OVA (18.67+4.01x10*
cells/mL) and ACO (1.45£0.41x10* cells/mL), respectively.
Additionally, the number of lymphocytes decreased in OVA +
MEL (1.00£0.24x10* céls./mL) compared to OVA (3.94+1.15x10*
cells/mL). The number of macrophages also decreased in OVA +
MEL (3.094+0.39x10* cells/mL) and ACO + MEL (1.10+0.27x10*
cells/mL) compared to OVA (7.26+1.93x10* cells/mL) and
ACO (6.41£1.54x10* cells/mL), respectively. There was no
difference in the comparison of neutrophil counts in the different
groups analyzed.

Keywords: Melatonin; Inflammation; Remodeling; Asthma;
COPD; ACO.

podem atingir o epitélio ciliado, causando danos e ruptura.
Como consequéncia, células epiteliais ¢ miofibroblastos,
localizados abaixo do epitélio, proliferam-se e iniciam a
deposigao intersticial de colageno na lamina reticular da
membrana basal, que explica o aparente espessamento
desta membrana e as lesdes irreversiveis que podem
ocorrer em alguns pacientes com asma. Outras alteragdes,
incluindo hipertrofia e hiperplasia muscular lisa, aumento
do nimero de células caliciformes, aumento das glandulas
submucosas ¢ alteragdo da deposi¢do e degradagdao dos
componentes da matriz extracelular, Estes sdo constituintes
da remodelacdo que interfere na arquitetura das vias aéreas,
levando a irreversibilidade da obstru¢do observada em
alguns pacientes®.

Doenc¢a pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)

ADPOC ¢ aterceira causa de morte entre as doengas
crénicas ndo transmissiveis no Brasil, ¢ sua prevaléncia
varia de acordo com a regido e a taxa de tabagismo®. E uma
condigdo evitavel e tratavel, caracterizada pela presenca de
obstrugdo cronica e persistente do fluxo aéreo. Este processo
¢ geralmente progressivo e esta associado a resposta
inflamatoria anormal dos pulmades e a inalag@o de particulas
e gases toxicos. Embora a DPOC afete os pulmdes, também
produz consequéncias sistémicas significativas. O processo
inflamatorio cronico das vias aéreas é uma caracteristica
muito relevante na fisiopatologia da DPOC. A inflamagao
cronica causa alteragdes estruturais e diminui¢do do limen
bronquico. A destruigdo do parénquima pulmonar leva a
perda do acoplamento alveolar nas pequenas vias aéreas
¢ diminui a coleta elastica do pulmao. Essas mudangas
diminuem a capacidade das vias aéreas de permanecerem
abertas durante a expiragao®*.

A inflamag@o afeta vias aéreas grandes e pequenas,
onde encontramos hiperplasia de células caliciformes,
aumento das glandulas mucosas, infiltragdo de neutréfilos,
macrofagos e linfocitos CD8+ nas grandes vias aéreas,



especialmente nos estdgios mais avangados da DPOC.
O infiltrado inflamatdrio também ¢ encontrado nas vias
aéreas menores, com predominancia de macréfagos nos
estagios iniciais da doenga. (Molet et al., 2005). A
destruicao do tecido pulmonar resulta do desequilibrio
entre proteinases e antiproteinases. Evidéncias corroboram
a hipotese de que a inalacdo da fumaga do cigarro induz
um aumento no nimero de neutréfilos e macréfagos, que
liberam enzimas como catepsinas B, K, L e S, elastase
neutrofilica, proteinase 3, metaloproteinase de matriz
(MMP) 9 e 12. Essas enzimas ndo sao totalmente inibidas
pelas antiproteinases, levando a destrui¢do do tecido
conjuntivo pulmonar’.

O remodelamento bronquico ¢é caracterizado pelo
aumento da deposi¢do de proteinas da matriz extracelular
nas vias aéreas, o que leva a fibrose subepitelial, hipertrofia
e hiperplasia muscular lisa, bem como hiperplasia das
glandulas submucosas, que resulta no espessamento da
parede bronquica e do calibre bronquico menor. Tais
alteragdes também sdo observadas em pacientes com
bronquite e em estudos experimentais, sugerindo que
o remodelamento bronquico ocorre devido a liberagao
de varios fatores inflamatorios, crescimento celular e
liberagdo de citocinas®. Assim, uma melhor compreensio
da fisiopatologia da DPOC e seu tratamento adequado estao
entre as estratégias preventivas da doenca.

Sobreposicio Asma-DPOC (ACO)

Aasma e a DPOC ja possuem critérios diagnosticos
e mecanismos fisiopatologicos amplamente discutidos
e definidos. Atualmente, uma variante dessas doencas
que possui caracteristicas de ambas tem sido estudada
e denominada sobreposi¢do Asma-DPOC (ACO)*°. A
associacdo Asma-DPOC ¢ uma doenca das vias aéreas
caracterizada por obstrucdo fixa ao fluxo aéreo com
caracteristicas comuns a asma ¢ a DPOC, mas uma defini¢ao
mais especifica ndo pode ser estabelecida, devido a falta de
evidéncias cientificas sobre o assunto*. Sua prevaléncia é
pouco conhecida por carecer de defini¢do clara.

Melatonina

A melatonina foi primeiramente isolada e
caracterizada a partir da cavidade bovina pelo dermatologista
Aaron Lerner, em 1958'°. E o principal hormdnio secretado
pela glandula pineal. As fontes secundarias sdo retina,
intestino, pele, plaquetas e medula 6ssea e provavelmente
outras estruturas, mas sua contribui¢cdo sistémica ¢é
insignificante!’.

A melatonina apresenta alta solubilidade em lipidios
e agua, o que facilita a passagem através das membranas
celulares'>. A melatonina circulante pode atingir todos
os tecidos do corpo e ¢é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica para modular a atividade cerebral'>.
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Nos ultimos anos, a melatonina tem sido usada tanto para
efeitos fisioldgicos (como controle do ciclo do sono
e adaptacdo sazonal) quanto para suas atividades
terapéuticas em metabolismos cardiovasculares e
oOsseos, fungdes renais, sistema gastrointestinal e efeitos
anticancerigenos.

Estudos indicam que a administragao intraperitoneal
de melatonina a 10mg/kg inibe significativamente a
expressao de NF-«kB e regula negativamente a atividade da
sintese indutivel de NO em tecidos pulmonares e também
reduz significativamente a produ¢ao de NO em lavagem
broncoalveolar em um modelo animal experimental de
asma bronquica'®. Os autores concluiram que a melatonina
pode diminuir a hiperresponsividade e a inflamagao das
vias aéreas no modelo ovalbumina de asma bronquica. Os
mesmos autores descobriram, em um estudo posterior, que
a melatonina inibe significativamente a expressao do fator
de crescimento do tecido conjuntivo e reduz a area de muco
no modelo de ovalbumina de camundongos asmaticos,
com atividade semelhante a exercida pela dexametasona'®.

Além disso, um estudo duplo-cego, randomizado,
estudo controlado em adultos asmaticos demonstrou que
o suplemento oral de 3mg de melatonina por via oral
durante 28 dias melhorou a qualidade subjetiva do sono
em pacientes com asma leve ou moderada em comparagao
com o grupo placebo'c.

Justificativas

Atualmente sabe-se que as doengas pulmonares
obstrutivas s2o um importante problema de saude e estao
entre as principais causas de morte no mundo. Dados
epidemioldgicos mostram aumento no nimero de 6bitos
por DPOC, com aumento de 340% no periodo de 20 anos®.
Ressalta-se que as doengas obstrutivas sdo responsaveis
por elevados custos hospitalares, estando associadas a
diversas comorbidades e geram importante impacto na
vida funcional do individuo. Embora tentativas tenham
sido feitas para tratar asma e doenga pulmonar obstrutiva
cronica, esta drea de pesquisa ainda continua sendo um
campo que merece muita atengdo, especialmente para as
condi¢des mais graves.

A melatonina tem a capacidade de mobilizar os
mecanismos de enzimas antioxidantes de diferentes
tecidos, além de regular o tonus muscular liso e influenciar
aresposta imune, sendo altamente eficiente na eliminacgao
de radicais livres, com propriedades antioxidantes. Ha
pouca evidéncia sobre a resposta da melatonina na asma
e na DPOC e ndo ha evidéncia em estudos experimentais
sobre a sindrome de sobreposi¢ao da Asma-DPOC. Assim,
amelatonina poderia possivelmente desempenhar um papel
no controle dos mecanismos fisiopatolégicos das doencas
acima mencionadas.

OBJETIVOS
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Este estudo tem como objetivo avaliar se a
melatonina modula a inflamacao pulmonar (avaliada pela
contagem de células do liquido de lavagem broncoalveolar)
e a quantidade de 6xido nitrico exalado em modelos
experimentais de asma, DPOC e ACO.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEUA - FMUSP). 64 camundongos machos
BALB/c foram obtidos do viveiro central. Os animais
tinham entre 6 e 8 semanas de idade ao sair do viveiro
central e foram submetidos a um periodo de fixacdo no
viveiro de laboratorio de 2 semanas.

Os animais foram alimentados ad libitum e
mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas, sob condigdes
controladas de temperatura ambiente (22°C), umidade
e ruido, por profissionais treinados, responsaveis pelo
cuidado dos animais durante o periodo de sua permanéncia
no viveiro.

Os cuidados necessarios recebidos pelos animais
estdo de acordo com o “Guia de cuidados e utilizacdo
de animais de laboratério” publicado pelos “Institutos
Nacionais de Saude dos EUA” (Publicagdo NIH n.® 85-
23, revista em 1996) e a Lei de Arouca (Lei 11.794 de 8
de outubro de 2008).

Os ratos foram divididos aleatoriamente em 8
grupos (n = 8) de acordo com o protocolo de exposicao a
que foram submetidos:

Os grupos experimentais foram:

A) SAL (grupo controle - recebeu instilacao
intraperitoneal e inalagdes de soro fisioldgico NaCl 0,9%
(50 ) (n=8);

B) OVA (modelo de asma - sensibilizado com
ovoalbumina) (n=8);

C) SAL+MEL (grupo controle de tratamento -
recebeu instilagdo intraperitoneal de soro fisiologico e foi
tratado com instilacdo intraperitoneal de melatonina) (n=8);

D) OVA + Melatonin (sensibilizado com
ovoalbumina e tratado com instilagdo intraperitoneal de
melatonina) (n=8);

E) ELA (modelo de DPOC - recebeu instilagao
intratraqueal de elastase pancreatica porcina (EPP) (EMD
Chemicals, San Diego, CA)) (n=8);

F) ELA + MEL (recebeu instilagdo intratraqueal
de EPP e instilagdo intraperitoneal de melatonina) (n=8);

G) ACO (modelo de ACO - sensibilizado com
ovoalbumina e também instilagdo intratraqueal de EPP)
(n=8);

H) ACO + MEL (sensibilizado com ovoalbumina
e EPP intratraqueal, e tratado com instilacdo intraperitoneal
de melatonina). (n=8).

No dia 28 dos protocolos, foram realizadas as

seguintes analises em todos os grupos:

(1) medigio do 6xido nitrico exalado;

(11) quantificagio do ntimero total de células,
macréfagos, eosinoéfilos, neutrofilos e linfocitos no liquido
de lavagem broncoalveolar (FLBA);

Detalhes dos protocolos

Modelo experimental de asma

O protocolo de sensibilizagdo e inducdo de
inflamag¢ao pulmonar por ovalbumina durou 28 dias.
Os camundongos receberam solucdo de 50 mg de
ovalbumina (Sigma - Aldrich) e 6 mg de hidroxido de
aluminio - Alumen (Pepsamar, Sanofi-Synthelabo S.A.,
Rio de Janeiro, Brasil) por via intraperitoneal (i.p.) nos
dias 1 e 14. Nos dias 21, 23, 25 e 27 os animais foram
colocados em uma caixa de exposi¢do acrilica acoplada a
um nebulizador ultrassonico (US - 1000, ICEL, Sao Paulo,
Brasil) e submetidos a inalagao de aerossol OVA diluido em
NacCl 0,9% na concentracdo de 10 mg/ml (1%). O tempo
de contato dos animais com o aerossol foi de 30 minutos.
Ao mesmo tempo, o grupo controle recebeu solugdo salina
(NaCl0,9%) e hidroxido de aluminio (Alimen) (6 mg) por
via intraperitoneal (i.p.) e foram expostos 0,9% de aerossol
NaCl por 30 minutos'”.
Modelo experimental de DPOC

Os camundongos foram anestesiados com isoflurano
e receberam instilacdo intratraqueal de elastase pancreatica
suina (EPP) no dia 21 do protocolo experimental (EMD
Chemicals, San Diego, CA) - na dose e concentracao de
25U de PPE/100 g de peso corporal dissolvido em solucao
salina de 40 pl'8.

Modelo experimental de ACO

Os camundongos deste grupo experimental foram
submetidos aos dois protocolos experimentais descritos
acima (modelo de asma e lesao pulmonar induzida por
elastase), seguindo os protocolos de dose e data!s'°.

Modelos experimentais tratados com melatonina
Os camundongos foram tratados intraperitonealmente
com Melatonina [ 15mg/kg (0,45/dia)], do dia 22 ao dia 27%.

Avaliacao do éxido nitrico exalado

Durante a ventilacdo mecanica, o gas foi coletado
na por¢do expiratoria do ventilador através de um balao
impermeavel ao NO (Mylar Bag, Sievers, Instruments
Inc., Boulder, CO, EUA) por 10 minutos. Apds o término
do periodo de coleta, os baldes foram selados para
posterior andlise. O 6xido nitrico foi entdo medido por
quimioluminescéncia através de um analisador de resposta
rapida (280 NOA - Nitric Oxide Analyzer - Sievers
Instruments Inc., Boulder, CO, EUA). A concentragao
média de NOex foi registrada em partes por bilhdo (ppb),
como um indice de concentracdo de NO no ar exalado.



Avaliacao do fluido do lavado broncoalveolar (FLBA)

O FLBA foi produzido por infusao de 0,5 ml de
solucdo salina por trés vezes consecutivas (volume total
= 1,5ml), por canula traqueal, com o uso de seringa. O
volume recuperado foi centrifugado a 1000 rpm, a 5°C,
por 10 minutos, com recuperagcdo média de 80%. O botao
celular foi ressuspenso em 200 pl de solugdo salina. A
contagem total de células foi realizada por microscopia
optica com o hemocitdmetro de Neubauer (400x). Para
contagem diferencial, 100 ul do LBA seré citocentrifugado
a 450 rpm por 6 minutos e apos a secagem a lamina foi
corada pela técnica Diff-Quick. A contagem diferencial
de células foi determinada a partir de 300 leucdcitos/
lamina e a diferencia¢do seguiu os critérios citologicos
para diferenciagdo de neutréfilos, eosinofilos, linfécitos
e macrdofagos com auxilio de microscopio dptico com
objetivo de imersdo (1000X)>..

Descarte de carcacas

As carcagas dos animais foram colocadas em
sacos de lixo brancos, identificados com etiquetas
padrdo e armazenados em geladeira. As sacolas foram
entdo realizadas por funciondrios da empresa de limpeza
técnica do hospital e os residuos transportados para
o abrigo de residuos, para coleta didria noturna para
tratamento e disposi¢ao final, ap6s a emissdo (pelo
veterindrio responsavel) do relatério e do documento de
acompanhamento.

RESULTADOS

Todos os dados dos grupos realizados foram
analisados utilizando andlise de variancia unidirecional
(ANOVA). Os dados paramétricos foram apresentados
como média *+ erro padrdo (SE), e foram comparados
utilizando o teste de Holm-Sidak, sendo apresentados
na forma de barras. Todas as analises foram realizadas
usando o software SigmaPlot 11.0 (Systat Software,
SPSS Inc., EUA). Um valor de p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

Os resultados obtidos em todos os parametros do
grupo SAL-MEL, quando comparados com o grupo SAL
(controle), ndo apresentaram diferenca. Além disso, a
comparacado entre SAL-MEL e outros grupos apresentou
os mesmos resultados que a comparacao entre SAL e
demais grupos. Portanto, os resultados de SAL e SAL-
MEL foram agrupados e apresentados como um (SAL)
na analise a seguir.

Células totais do fluido do lavado broncoalveolar
(FBAL)

A Figura 1 demonstra a contagem de células totais
presentes no fluido do lavado broncoalveolar (10* células/
mL) nos grupos SAL, OVA, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL,
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ACO e ACO-MEL. Houve aumento da contagem de células
totais de OVA, OVA-MEL e ACO em comparagao ao
grupo SAL (p<0,05 para todas as comparacgdes). Houve
diminuicao na contagem de células totais no grupo OVA-
MEL em comparacao ao grupo OVA-MEL (p<0,05). Houve
diminuicao na contagem de células totais do grupo ACO-
MEL em comparagdo ao grupo ACO e em comparagao ao
grupo OVA-MEL (p<0,05 para ambas as comparacdes).
Nao houve diferencga entre os grupos SAL, ACO-MEL,
ELA e ELA-MEL.
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Figura 1: Grafico da contagem total de células dos grupos SAL, OVA,
OVA-MEL,ELA, ELA-MEL, ACO e ACO-MEL; *p<0,05 para
OVA, OVA-MEL e ACO, em comparagdo com o grupo SAL;
#p<0,05 para OVA-MEL, em comparagdo com o grupo OVA; **p<0,05
para ACO-MEL, em comparacdo com ACO;p<0,05 para ACO+MEL,
em comparac¢do a OVA+MEL

Analise das células diferenciais do fluido do lavado
bronccoalveolar

Eosinéfilos

A Figura 2 mostra a contagem de eosinodfilos
presentes no liquido de lavagem broncoalveolar (10*
células/mL) nos grupos SAL, OVA, OVA-MEL, ELA,
ELA-MEL, ACO ¢ ACO-MEL. Houve aumento na
contagem de eosindfilos nos grupos OVA, OVA-MEL
e ACO em relagdo ao grupo SAL (p<0,05 para ambas
as comparagodes). Houve diminuicdo da contagem de
eosinoéfilos no grupo OVA-MEL em relagdo ao grupo OVA
(p<0,05). Houve redugdo na contagem de eosinofilos no
grupo ACO-MEL em relagdo ao grupo ACO (p<0,05). A
contagem de eosinoéfilos ndo apresentou diferenga entre os
grupos SAL, ACO-MEL, ELA e ELA-MEL.
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Figura 2: Grafico da contagem de eosinéfilos dos grupos SAL, OVA,
OVA-MEL, ELA, ELA-MEL, ACO e ACO; *p<0,05 para OVA, OVA-
MEL e ACO, em comparagdo com o grupo SAL; #p<0,05 para OVA-
MEL, em comparagdo com o grupo OVA; **p<0,05 para ACO-MEL,
em comparacao ao grupo ACO
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Linfécitos

AFigura 3 mostra a contagem de linfocitos presentes
no liquido de lavagem broncoalveolar (10* células/mL) nos
grupos SAL, OVA, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL, ACO e
ACO-MEL. Houve aumento da contagem de linfocitos
no grupo OVA em relagdo ao grupo SAL (p<0,05). Houve
reducdo na contagem de linfécitos no grupo OVA-MEL
em relagdo ao grupo OVA (p<0,05). Nao houve diferenca
no numero de linfécitos entre os grupos SAL, ELA, ELA-
MEL e ACO e ACO-MEL.
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Figura 3: Grafico da contagem de linfocitos dos grupos SAL,
OVA, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL, ACO e ACO-MEL; *p<0,05
para OVA em comparagao com o grupo SAL; #p<0,05 para OVA-
MEL em comparacdo com o grupo OVA

Macrofagos

A Figura 4 demonstra a contagem de macrofagos
presentes no fluido do lavado broncoalveolar (10* células/
mL) nos grupos SAL, OVA, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL,
ACO e ACO-MEL. H4 aumento na contagem nos grupos
OVA e ACO em comparagdo ao grupo SAL (p<0,05).
Houve redugdo na contagem no grupo ACO-MEL em
relagdo a ACO (p<0,05). Nao houve diferenca entre os
grupos SAL, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL e ACO-MEL.
Nao houve diferenga entre os grupos OVA e OVA-MEL.
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Figura 4: Grafico da contagem de macrofagos dos grupos SAL,
OVA, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL, ACO ¢ ACO-MEL; *p<0,05
para OVA e ACO, em comparagao ao grupo SAL; **p<0,05 para
ACO-MEL, em comparacao ao grupo ACO

Neutrofilos

A Figura 5 demonstra a contagem de neutréfilos
presentes no fluido do lavado broncoalveolar (10* células/
mL) nos grupos SAL, OVA, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL,
ACO e ACO-MEL. Nao houve diferenga entre os grupos
analisados.
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Figura 5: Grafico da contagem de neutréfilos dos grupos SAL,
OVA, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL, ACO ¢ ACO-MEL; nédo

houve diferenga entre os grupos analisados

Avaliacio do éxido nitrico exalado

A Figura 6 demonstra a quantificagdo do oxido
nitrico exalado (NO, como ppb) nos grupos SAL, OVA,
OVA-MEL, ELA, ELA-MEL, ACO e ACO-MEL. Houve
aumento na quantidade no grupo OVA, comparado ao grupo
SAL (p<0,05). Houve diminui¢ao da quantidade no grupo
OVA-MEL em relagdo ao grupo OVA (p<0,05). Nao houve
diferenca na quantidade de NO exalado entre os grupos
SAL, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL,ACOe ACO-MEL.
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Figura 6: Graﬁco da quantificacdo do oxido nitrico exalado
dos grupos SAL, OVA, OVA-MEL, ELA, ELA-MEL, ACO,
ACO; *p<0,05 para OVA, quando comparado com o grupo SAL;
#p<0,05 para OVA-MEL, quando comparado com o grupo OVA

Oxido Nitrico Exalado (ppb)

DISCUSSAO

Resposta inflamatoéria observada no FLBA
Observamos que os animais do modelo
experimental de asma utilizando ovalbumina apresentaram



aumento no numero de células totais, macrofagos,
eosinofilos e linfécitos, conforme esperado na fisiopatologia
desta doenga. O tratamento com melatonina reduziu o
numero total de células, eosindfilos e linfocitos neste
modelo experimental de asma.

No modelo de lesao pulmonar induzida pela elastase
(ELA e ELA-MEL) nao houve alteragdes significativas nas
células de lavagem broncoalveolar.

Ao avaliar os animais do modelo ACO, observamos
que houve aumento no niimero de células totais, macrofagos
e eosinodfilos. Também observamos que a resposta
observada nos animais ACO foi semelhante a4 observada
no modelo experimental de asma, com exce¢ao da resposta
linfocitaria. Para melhor compreender estes dados sera
necessario avaliar o perfil de resposta dos linfocitos (Thl,
Th2 e Th17). Notamos que o tratamento com melatonina
reduziu o niimero total de células, macrofagos e eosindfilos,
reforgando a relagdo entre a fisiopatologia da asma e a
ACO.

Como discutido no modelo ACO, houve um
aumento de células totais representadas por macréfagos,
eosinofilos e linfocitos, bem como o observado no modelo
experimental de asma, demonstrando mais uma vez a
relagdo entre ACO e asma.

Oxido nitrico exalado

Animais do modelo experimental de asma utilizando
ovoalbumina apresentaram aumento no NO exalado e o
tratamento com melatonina reduziu esse pardmetro. Este
resultado corrobora os achados de resposta inflamatoria
observados nesses animais no liquido de lavagem
broncoalveolar.

No modelo de lesao pulmonar induzida pela elastase
(ELA e ELA-MEL) nao houve alteragdes no NO exalado.
Além disso, ndo houve diferenca entre os grupos ACO e
ACO+MEL, nao houve diferen¢a no NO exalado.

O NO ¢ sintetizado endogenamente por uma das
trés isoformas do NOS, com diferentes atividades, duas
constitutivas (Enos, derivadas do endotélio; e Nnos,
derivadas de neurdnios) e uma induzida (Inos)*>23,
Isoformas constitutivas estdo envolvidas na vasodilata¢ao
e broncodilatagdo. O Inos ¢ estimulado por muitas citocinas
pro-inflamatorias e € expresso em alguns tipos de células
inflamatérias®**. O NO derivado da enzima Nnos tem
um efeito benéfico na asma, causando relaxamento nos
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musculos lisos bronquicos, estando presente nos nervos do
sistema NANC. No entanto, o NO derivado da enzima Enos
pode levar a vasodilatacdo nas arteriolas, com consequente
extravasamento plasmatico e edema. A grande quantidade
de NO da enzima Inos pode resultar em vasodilatacao,
extravasamento plasmatico, aumento da secrecao de muco
e ativagdo indireta de células Th1/Th2 contribuindo para
os sinais e sintomas da doenga*. Uma reducéo na produgio
de NO, observada no grupo OVA-MEL, em comparacao
com OVA, pode levar a uma redu¢do na secrecao de muco
e também na desativagdo de células Th1/Th2.

Além disso, a reagdo do NO com radicais livres
como o oxigénio produz compostos reativos nitrogenados
que exercem fungoes fisiologicas e sdo importantes para a
destrui¢do de microrganismos*+*. No entanto, as células
inflamatdrias dos asmaticos tém maior capacidade de
gerar radicais livres quando comparadas aos controles,
que posteriormente contribuem para altas concentragdes
de compostos reativos ao nitrogénio, o que pode causar
efeitos deletérios®®. Quando as vias aéreas sdo expostas
ao estresse oxidativo, o peroxinitrito (ONOO-), um dos
potentes oxidantes formados pela reacdo entre NO e
oxigénio, ¢ responsavel por vérias alteracdes, vale ressaltar
o dano ao DNA, estimulagdo da degradacao dos lipidios,
proteinas e carboidratos, que podem alterar as fungoes
celulares e potencializar as respostas inflamatérias®. De
acordo com um estudo prévio, a melatonina possivelmente
possui efeito antioxidante, como também observado
na redugdo de eNO no grupo OVA+MEL?. O controle
da expressao de NO pode desempenhar um papel
significativo na reducdo do estresse oxidativo nas vias
aéreas e no parénquima pulmonar.

CONCLUSAO

A melatonina desempenha possivel papel anti-
inflamatdrio e de controle de hiperresponsividade bronquica
em modelos experimentais de asma ¢ ACO, atenuando
principalmente a resposta inflamatoria de componente
eosinofilico. A melatonina apresentou-se indiferente
no controle inflamatério de modelos experimentais de
lesdo pulmonar induzida por elastase. Mais estudos sdo
necessarios para compreender os mecanismos exatos de
acdo da molécula em vias aéreas e parénquima pulmonar.
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