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RESUMO

Evidéncias indicam que a adenosina e inosina participam do controle da
inflamacéo e imunidade. Este controle parece estar relacionado a ativacdo dos
receptores para adenosina por ambas as purinas. Além disso, assim que €&
produzida, a adenosina é rapidamente convertida a inosina, o que nos fez
hipotetizar que talvez os efeitos da adenosina fossem na verdade os efeitos da
inosina. Dessa forma, neste trabalho objetivou-se avaliar os efeitos destas
purinas, bem como o envolvimento dos receptores para adenosina neste efeito,
em dois modelos experimentais: um modelo de inflamagdo aguda pleural,
induzida por carragenina e o outro de asma induzida pela ovoalbumina, onde
ocorre a ativacdo da resposta adaptativa. Adicionalmente, o metabolismo da
adenosina em inosina foi avaliado no modelo de pleurisia. Os resultados
demonstraram que a adenosina e a inosina reduziram o0 extravasamento
plasmatico e niumero de leucdcitos, principalmente neutréfilos e os niveis de
citocinas em exsudatos pleurais. Os efeitos da adenosina envolveram a
ativacdo dos receptores Aza € Azg, uma vez que foram revertidos pelo pré-
tratamento com 0s antagonistas seletivos ZM241385 e aloxazina,
respectivamente. O mesmo néo foi observado para a quantificacdo de TNF-a e
IL-1B, sendo que nenhum dos antagonistas utilizados reverteu a acgéo inibitoria
da adenosina sobre os niveis destas citocinas. Os receptores Ai, Axa € Az por
sua vez, estdo envolvidos com os efeitos anti-inflamatorios da inosina sobre a
migracdo e extravasamento, porém somente o tratamento com ZM241385
reverteu o efeito dessa purina sobre os niveis de TNF-a, indicando que
somente o0 receptor Apa estava envolvido. O tratamento com ZM241385
também reverteu os efeitos anti-inflamatérios do CGS21680, um agonista
seletivo A,a, confirmando a participacdo do receptor A,a N0 mecanismo anti-
inflamatoério das purinas em questdo na inflamacao aguda pleural. Além disso,
os dados obtidos permitem especular um possivel sinergismo de efeitos entre a
adenosina e inosina e ainda sugerem, que a inosina durante a inflamacéo
pleural, foi convertida em adenosina, contribuindo com seu efeito. Os
resultados demonstraram adicionalmente, que no modelo de asma, a
administracdo de inosina, reduziu de forma dependente da dose a migracao de
mondcitos, linfécitos, eosindfilos e mastocitos para o pulmdo. Em adicdo, o
tratamento com inosina reduziu os niveis de IL-4 e IL-5 em “explants”
pulmonares, um efeito revertido somente pelo tratamento com cafeina e
reduziu a mobilizacdo de leucécitos do sangue para os pulmdes. Estes dados
analisados em conjunto, reforcam a hipétese de que a inosina interfere com a
migracao celular para os pulmdes. De forma complementar, resultados de
mecanica pulmonar mostraram que com a reducdo da inflamacéo alérgica, a
inosina consequentemente reduziu a elastancia das vias aéreas melhorando a
funcdo pulmonar. Nossos resultados sugerem que a adenosina e inosina
apresentam efeito anti-inflamatoério na inflamag&o aguda e alérgica, reforcando
a ideia de que ambas a purinas, bem como seus receptores, exercem um papel
importante no controle da inflamacéo e podem ser um alvo terapéutico util para
do tratamento de doencas inflamatorias.



Xi

ABSTRACT

Evidence shows that adenosine and inosine participate in the regulation of
inflammation and immune responses. This control might be related to activation
of adenosine receptors. Moreover, when adenosine is generated in
inflammatory sites, is quickly converted into inosine, what led us to hypothesize
that adenosine effects were promoted by inosine. By this way, the aim of this
study was to investigate the effects of both purines in two different models of
inflammation: acute model of carrageenan-induced pleurisy and in experimental
ovalbumin-induced asthma as well as the participation of adenosine receptors in
this response. In addition, the adenosine metabolism into inosine was
investigated in the pleurisy model. The results demonstrated that treatment with
adenosine and inosine reduced significantly the cellular migration, represented
mainly by neutrophils, pleural leakage and the levels of pro-inflammatory
cytokines in pleural exudates. The adenosine effects were related to activation
of A,a and Ays adenosine receptors, since pretreatment with selective
antagonists ZM241385 and alloxazine, respectively, reverted the anti-
inflammatory effects of adenosine. The same was not observed with the levels
of TNF-a and IL-1B, since the pre-treatment with antagonists did not revert
adenosine effects, showing that these receptors were not involved. Our results
also demonstrated that inosine effects against leukocyte migration and pleural
leakage might involve activation of adenosine A1, Axa and Agg receptors, but
only the pretreatment with ZM241385 has reverted the inosine effects against
TNF-a levels revealing the participation of A,a receptors in this effect. The
pretreatment with ZM241385 also reverted the anti-inflammatory effects of
CGS21680, a selective Aa agonist, confirming the participation of Aa receptors
in the purine mechanism during pleural inflammation. In addition, our data
revealed a possible synergistic anti-inflammatory effect between both purines
and suggests that inosine during pleural inflammation was converted into
adenosine. Moreover, the results demonstrated that the treatment with inosine
reduced, in a dose-dependent manner, the macrophages, lymphocytes,
eosinophils and mast cell migration into the lungs. Moreover, the inosine
administration reduced the levels of IL-4 and IL-5 in pulmonary explants, an
effect reverted with caffeine treatment. Inosine also reduced leukocyte
mobilization from the blood to the lungs, reinforcing the hypothesis that it
interferes with cellular migration. Accordingly, the results about pulmonary
mechanics revealed that reducing the inflammation in the airways, inosine
reduces pulmonary elastance and improves pulmonary function, an effect
related to Aa receptors. Thus, our results showed that adenosine and inosine
have interesting anti-inflammatory effects in acute and allergic inflammation,
reinforcing the notion that both purines and their receptors play an important
role in controlling inflammation and can serve as a therapeutic target to control
inflammatory diseases.



1 INTRODUCAO

1.1 O processo inflamatorio

A inflamacédo € uma resposta do hospedeiro a infeccéo, leséo tecidual e
antigenos, designada primariamente a erradicacdo do agente invasor
(Lawrence et al., 2002; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). Contudo, quando
esta resposta se torna exacerbada, pode lesionar severamente o tecido
causando disfuncdo do 6rgédo envolvido neste processo (Sherwood e Toliver-
Kinsky, 2004).

Os sinais cardinais da inflamacédo foram primeiramente descritos por
Celsus por volta do ano 30 a.C. como: rubor, calor, edema e dor.
Posteriormente, muitos eventos associados a resposta inflamatéria foram
demonstrados incluindo a migracdo celular, fagocitose, sendo que o quinto
sinal cardinal da inflamacéo, a perda funcional do 6rgéo envolvido, foi descrito
por Rudolf Virchow, no século XIX (Gilroy et al., 2004).

A inflamag&o pode ser dividida em duas categorias: aguda e cronica,
tendo como base o tempo de duracdo dos eventos relacionados ao processo
inflamatorio e caracteristicas patologicas (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

A inflamacdo aguda possui curta duragdo, compreendendo algumas
horas até dias e € caracterizada por vasodilatagdo, extravasamento de
proteinas séricas, migracao celular principalmente de neutrdfilos e ativacdo da
cascata de coagulacdo (Lawrence et al., 2002; Sherwood e Toliver-Kinsky,
2004; Lawrence e Gilroy, 2007; Newton e Dixit, 2012).

Neste contexto, a vasodilatacdo local aumenta o fluxo sanguineo
regional e é responsavel pelo aparecimento dos sinais clinicos como
vermelhiddo e calor. Tem como propésito facilitar a chegada de mediadores e
células inflamatorias no tecido lesionado. Este evento é mediado primariamente
pela liberacdo local de Oxido nitrico (NO) e prostaglandinas incluindo a
prostaglandina (PG)l,, PGD,, PGE, e PGFy, (Sherwood e Toliver-Kinsky,
2004). Juntamente com a vasodilatacdo, ocorre a formacao do edema devido
ao aumento da permeabilidade vascular, como resultado da liberagdo local de
histamina, bradicinina, leucotrienos, fatores do complemento, substancia P e
fator de agregacédo plaquetaria (PAF) (Denzlinger et al., 1985; Friedl et al.,
1989; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Newton e Dixit, 2012). Estas
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alteracbes permitem tanto o extravasamento plasmatico de proteinas do
compartimento intravascular para o intersticio, quanto a distribuicdo de fatores
solliveis como as imunoglobulinas, mediadores inflamatérios e facilitam a
migracao leucocitaria (Newton e Dixit, 2012).

Os neutrofilos sdo as primeiras células de defesa sanguinea a chegarem
ao local da leséo e as que estdo em maior quantidade na inflamag&o aguda.
Tanto os neutréfilos quanto os macréfagos, apresentam atividade fagocitica e
no local da inflamacdo produzem varias espécies reativas de oxigénio
incluindo, radicais hidroxila (OH’), anion superoxido (Oz2), peroxido de
hidrogénio (H2032), acido hipocloroso (HOCI), que séo substancias fortemente
microbicidas e contribuem com a leséo tecidual (Malle et al., 2007).

A migracao celular ocorre a partir do contato entre leucocitos e células
endoteliais através de moléculas de adesdo como selectinas, integrinas e
membros da familia das imunoglobulinas como as moléculas de adeséo
intercelular (ICAM-1 - “intercellular adhesion molecule-1”) e molécula de
adesdo vascular (VCAM-1 - “vascular cell adhesion molecule-1”), que
favorecem o rolamento, ativacdo e adesdo ao endotélio (Sherwood e Toliver-
Kinsky, 2004; Kelly et al., 2007). A migracdo dos leucécitos para o tecido
envolve ainda a interacao entre leucécitos e as moléculas de adeséo endotelial
plaquetaria (PECAM-1- “platelet — endothelial cell adhesion molecule-1”),
ocorrendo redugédo da aderéncia as ICAM-1 e transmigragao para o local da
leséo, como descrito na figura 1 (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Kelly et al.,
2007).
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Fig. 1: Migracdo leucocitaria. Frente a um estimulo inflamatério, os leucécitos e endotélio
expressam moléculas de adesdo como selectinas, integrinas e membros da familia das
imunoglobulinas como as ICAM - 1 e VCAM - 1, que favorem o rolamento, ativacéo e adeséo
ao endotélio. Em adigdo, a PECAM — 1 favorece a transmigracdo do endotélio para o local da
lesdo. Adaptado de http://www.ladinfo.org/.

A expressdao de moléculas de adesdo e a quimiotaxia envolve a
participagdo de citocinas pro-inflamatérias como interleucina (IL)-183, fator de
necrose tumoral (TNF — “tumoral necrosis factor”)- a, IL- 6 (Dinarello, 2000) e
quimiocinas como IL-8 (Luster, 1998) assim como outros mediadores, nos
quais se incluem fragmentos C3a e C5a do complemento e leucotrienos como
o leucotrieno (LT) B4 (Levy et al., 2001; Kelly et al., 2007).

Além dos eventos mencionados acima serem indispensaveis para o
desenvolvimento do processo inflamatério agudo, eles também séo parte da
resposta imune inata conhecida por ser a primeira linha de defesa do
organismo contra patégenos invasores (Lawrence et al., 2002; Sherwood e
Toliver-Kinsky, 2004; Schroder e Maurer, 2007).

O reconhecimento dos mesmos ocorre através de receptores expressos
em macroéfagos, células dendriticas, mastocitos, neutrdfilos, linfécitos “natural
killer” entre outros (Medzhitov e Janeway, 1997; Schroder e Maurer, 2007),
que apresentam a capacidade de reconhecer e responder a produtos
microbianos através dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs -
“pattern recognition receptors”). Entre os PRRs, a maior familia descrita € a dos
TLRs (“toll like receptors”).
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Estes receptores séo proteinas transmembrana, que pertencem a familia
do receptor para IL-1, capazes de reconhecer padroes moleculares associados
a patdégenos (PAMPs — “pathogen-associated molecular patterns”) de origem
bacteriana e viral do ambiente extracelular (Newton e Dixit, 2012).
Aproximadamente 10 TLRs foram identificados em humanos (TLR 1 - 10) e 12
em roedores (TLR 1 - 12) (Schroder e Maurer, 2007). Alguns padrdes
moleculares associados a patdgenos e o0s respectivos TLR, incluem:
lipoproteinas de bactérias gran-positivas (TLR-1/2); lipopolissacarideos de
bactérias gram-negativas (TLR-4); RNA viral (TLR-3/7/8); flagelina (TLR-5) e
DNA bacteriano (TLR-9) (Kapetanovic e Cavaillon, 2007; Olive, 2012).

O reconhecimento dos PAMPS por estes receptores promove a ativagao
de vias de sinalizacao intracelulares que terminam na ativacdo de fatores de
transcricdo como fator nuclear “kappa” B (NFkB — “nuclear factor kappa B” ),
proteina de ligacdo do elemento de resposta ao AMPc (CREB - “CAMP
response element-binding protein”), proteina ativadora (AP — “activator
protein”)-1 e consequente recrutamento celular, producdo de citocinas,
remodelamento de matrix extracelular e ativacdo da resposta imune adaptativa
(Schroder e Maurer, 2007; Newton e Dixit, 2012).

As células efetoras da imunidade inata, como os macréfagos e células
dendriticas, além de serem importantes para o inicio da mesma, também
contribuem para a resposta imune adaptativa, através do reconhecimento e
fagocitose do patdgeno, migracdo para os linfonodos regionais com posterior
apresentacao dos peptideos antigénicos para os linfécitos T “naive” (Schroder
e Maurer, 2007). Posteriormente, seguem-se eventos ligados a respota imune
adaptativa como diferenciacéo de linfécitos Thl e Th2, ativacdo de linfécitos B,
secrecdo de imunoglobulinas, citocinas pré-inflamatérias e ativagdo de ceélulas
que participam da resposta imune inata (Baniyash, 2006).

Dessa forma, a resposta adaptativa culmina na ativagao ou amplificagéo
da resposta inata, assumindo as caracteristicas desta ultima. Em ambos os
casos, a resposta inflamatoéria € gerada com o mesmo propdsito: eliminacdo do
agente causador do processo inflamatério e tentativa de reparo tecidual
(Baniyash, 2006).

A partir do inicio do processo inflamatorio, uma quantidade
gradativamente maior de mondcitos migra para o local da inflamacéo

(Lawrence et al., 2002). Acredita-se que este evento esteja diretamente
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relacionado a resolucédo do processo inflamatorio. Alguns trabalhos descrevem
0s macréfagos como responsaveis pela fagocitose de células de defesa
apoptéticas e debis celulares (“clerance”), o que contribuiria com a eliminagéo
do agente causador da resposta inflamatoria. De acordo com estes trabalhos,
a resolucdo é uma resposta programada e iniciada pela liberacdo de
mediadores lipidicos como a PGE, e PGD,, ainda no comeco do processo
inflamatorio agudo (Levy et al.,, 2001). Estes mediadores promoveriam a
expressdo de enzimas necessarias para a geracado de outros mediadores como
lipoxinas, resolvinas, protectinas e de citocinas como fator de crescimento
transformante (TGF — “transforming growth factor”)-B, IL-10, que levariam a
resolucdo do processo inflamatério, reduzindo a migragcéo celular e liberagcédo
de mediadores (Gilroy et al., 2004; Serhan e Savill, 2005).

Quando ocorre uma falha na conclusdo do processo de resolucéo, a
resposta inflamatéria pode se tornar crbénica (Lawrence e Gilroy, 2007). Os
processos inflamatorios cronicos sdo de duracdo prolongada, estendendo-se
de semanas a meses (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). A inflamacéo crénica
caracteriza-se por processo inflamatério ativo com tentativas seguidas de
reparo tecidual e consequente destruicdo do tecido com formacao de fibrose.
Durante este processo, ocorre infiltracdo de células mononucleares, que
incluem macrofagos e linfocitos ou granulocitos como eosindfilos, em

processos alérgicos (Gilroy et al., 2004).

1.2 A inflamacdo pleural aguda e o modelo de pleurisia induzido pela

carragenina

A pleura é uma membrana que envolve a cavidade toracica e 6rgaos vitais
como o pulmao e coracdo, sendo denominada respectivamente pleura parietal
e visceral. A cavidade entre a pleura parietal e visceral € denominada cavidade
pleural (Antony, 2003). As principais fungbes da pleura séo de protecdo dos
orgaos contidos no térax e secrecdo do liquido pleural para a cavidade,
formando assim, uma superficie lubrificada e elastica com a finalidade de
favorecer o movimento de inspiracao e expiragcédo (Antony, 2003).

Ela é composta por uma monocamada de células mesoteliais, membrana
basal e tecido conectivo e apresenta intima conexdo com o parénquima

pulmonar através de uma rede de capilares locais que permitem a difusdo de
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liquidos. No contexto do processo inflamatério, através desta rede de capilares
se difundem alguns mediadores inflamatorios do pulméo para a pleura, sendo o
contrario também possivel (Kroegel e Antony, 1997; Antony, 2003; Jantz e
Antony, 2008).

A presenca de microrganismos, proteinas, sangue e ar, podem levar a
disrupcdo mecénica da monocamada de células mesoteliais e inflamagéo
(Jantz e Antony, 2008). As células mesoteliais tem um papel importante
durante os processos patofisiolégicos pleurais. E descrito que estas células
apresentam diversos PPRs incluindo os TLR 1 - 9, especialmente o TLR4 e
TLR2 ativados respectivamente por lipopolissacarideos (LPS) e
peptidoglicanos de bactérias gram-positivas (Heine e Ulmer, 2005; Jantz e
Antony, 2008).

Dessa forma, devido ao reconhecimento de patdgenos invasores, ocorre
a liberacdo de uma série de citocinas e quemocinas pré-inflamatérias como IL-
18, TNF-q, IL-8, IL-6, proteina inibitéria de macréfagos (MIP — “macrophage
inhibitory protein”)-1, proteina quimioatratora de macrofagos (MCP — “Monocyte
chemoattractant protein”)-1, -2, -3 e -4 e proteina secretada, expressa e
regulada por ativagdo em linfocitos T normais (RANTES — “regulated upon
activation, normal T- cell expressed and secreted”), que irdo promover a
migracdo macica de neutréfilos para a cavidade pleural nas primeiras horas do
processo inflamatoério (Antony, 2003; Jantz e Antony, 2008).

Associada a migragdo de neutrofilos ocorre a formacdo de exsudato
pleural rico em proteinas plasmaticas, uma das caracteristicas classicas do
processo inflamatério em questéo. Tal evento ocorre tanto pelo extravasamento
plasmatico dos vasos préximos a pleura, bem como pela contracdo do
citoesqueleto das células mesoteliais, favorecendo a formacdo de espacgos
entre as mesmas (Antony, 2003; Jantz e Antony, 2008).

A inflamacdo pleural ou pleurisia pode ser reproduzida
experimentalmente em roedores através da administragdo de agentes pro-
inflamatorios na cavidade pleural, como por exemplo, cristais de urato ou
pirofosfato de calcio, a carragenina e albumina bovina metilada (Moore et al.,
2010).

A carragenina € um agente pré-inflamatério, extraido de algas marinhas,
gque uma vez administrado na cavidade pleural desencadeia eventos

caracteristicos do processo inflamatério agudo e a ativacado da imunidade inata,
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observados na clinica (Saleh et al., 1996; Moore, 2003; Moore et al., 2010).
Vérios estudos demonstram que apds a injecdo intrapleural deste agente, o
processo inflamatério que se segue apresenta uma fase inicial com duracgéo até
1 hora, que usualmente ndo é inibido pelo tratamento com anti-inflamatorios
nao esteroidais e caracteriza-se pela liberacdo de mediadores como
bradicinina, histamina e serotonina, seguida por uma fase tardia com duracao
de 1 & 6 horas, onde ocorre aumento da expressdo da COX-2 e liberacdo de
prostanoides, principalmente PGE, (Tomlinson et al., 1994; Nantel et al., 1999;
Menegazzi et al., 2008; Impellizzeri et al., 2011). Além disso, foi demonstrado
que 4 horas apds da administracao intrapleural de carragenina ocorre um pico
de exsudacdo plasmatica, migracdo de neutrofilos e liberacdo de citocinas
como TNF- a e IL - 1B (Saleh et al., 1996; Menegazzi et al., 2008). O pico da
migracdo neutrofilica pode durar até 12 horas e apés este periodo, 0s
neutroéfilos vao sendo gradativamente substituidos por macrofagos, ocorrendo a
resolucao deste processo em 48 horas (Moore et al., 2010).

Embora na clinica, a pleurisia seja resolvida somente com intervencéo
terapéutica, experimentalmente este modelo reproduz os eventos principais da
inflamacédo aguda de forma similar a humana (Jantz e Antony, 2008; Moore et
al., 2010). Dessa forma, este modelo mostra sua importancia sendo muito (til
para investigar o papel dos mediadores e vias envolvidas na inflamacéo aguda
e os efeitos anti-inflamatérios de novos agentes terapéuticos (Moore, 2003;
Moore et al., 2010).

1.3 A asma

Nos ultimos anos, a incidéncia da asma esta aumentando e tem se
tornado uma das doencas crbnicas mais comuns nos paises industrializados
(Barnes, 2006).

Estudos epidemiolégicos indicam que esta doenca apresenta
abrangéncia mundial, atingindo aproximadamente 300 milhdes de pessoas,
com uma prevaléncia que varia entre 1 a 18 % da populacdo em diferentes
paises (GINA, 2011). No Brasil, constitui-se na quarta causa de hospitalizacdes
pelo sistema uUnico de saude, sendo a terceira entre criancas e jovens

(Diretrizes brasileiras para 0 manejo da asma, 2006).
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Embora a causa da asma nao tenha sido bem determinada, sabe-se que
a sua etiologia é multifatorial, envolvendo interacdes entre fatores ligados ao
paciente como: fatores genéticos, sexo (principalmente masculino), obesidade,
estimulos ambientais (polen, acaros, fungos entre outros), poluentes, tabaco,
infeccdes virais prévias e dieta (Maddox e Schwartz, 2002 ; GINA 2011).

Atualmente, a asma é descrita como uma doencga cronica pulmonar,
caracterizada por obstrucdo reversivel das vias aéreas, persistente
hiperreatividade, broncoconstriccdo, remodelamento brénquico e inflamacéao
pulmonar (Maddox e Schwartz, 2002; Holgate e Polosa, 2008).

O termo “asma” é derivado da palavra grega “asthma” (GoBua) que
significa “respiragdo curta”, por muitos anos envolveu uma série de condigdes
clinicas relacionadas ao coracdo e pulméo (Holgate, 2011). Em meados do
século dezenove (1890) o médico Henry Hyde Salter em seu tratado “Asma e
seu tratamento”, atribuiu o termo asma a doenga pulmonar que envolvia
obstrucdo varidvel de vias aéreas, dispnéia intercalada com intervalos de
respiracdo normal. Reconheceu também que estes episddios eram causados
por contracdo do musculo liso brénquico (Holgate, 2011).

A resposta alérgica na asma inicia-se pela captura e processamento do
alérgeno por células apresentadoras de antigeno (APC — “antigen presenting
cell’) que podem ser macrofagos ou células dendriticas. ApOs este processo,
estas células mobilizam-se para os linfonodos, onde o antigeno é apresentado,
através do complexo principal de histocompatibilidade (MHC - “major
histocompatibility complex”) de classe I, para linfocitos T “naive”, iniciando-se
uma resposta imune especifica ao alérgeno, ocorrendo a diferenciacdo de
células T “naive”, ou seja, que nunca entraram em contato com um antigeno,
em linfocitos CD4" ativados do tipo “helper” 2 (Thy) (Kay, 2006; Holgate e
Polosa, 2008).

Apbs apresentacdo do antigeno, os linfocitos Th, retornam para as vias
aéreas, onde sédo liberadas citocinas como: IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 e fator
estimulador de colénia de macréfago-granulocito (GM—-CSF- “granulocyte-
macrophage colony-stimulating fator”) (Kay, 2006; Holgate e Polosa, 2008). A
asma é considerada uma reagdo mediada tipicamente por linfocitos Th, e de
carater eosinofilico. Apesar disso, estudos mostram sua relacdo com linfécitos
do tipo T “helper” 1 (Th;) que secretam um padrdo distinto de citocinas como

IL-12, IL-8 e INF que sdo importantes para defesa contra fungos e virus em
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contraste aos Th, que liberam citocinas tipicas da inflamacao alérgica (Maddox
e Schwartz, 2002).

Estas citocinas estdo envolvidas na ativacdo dos linfocitos B com
subsequente producdo de imunoglobulina E (IgE), recrutamento de mastocitos
e maturacdo de eosinofilos, sendo estes leucocitos as principais células
efetoras da resposta alérgica (Holgate, 2008).

Uma vez que um paciente é sensibilizado por um alérgeno em particular,
Novos encontros com 0 mesmo alérgeno promoverao a ativagao dos receptores
de alta (FceRlI) afinidade para a IgE, promovendo degranulacdo de mastocitos
com liberacdo de mediadores pré-formados como: aminas vasoativas
(histamina e serotonina), triptase e outras proteases, heparina, eicosandides
(PGD,, tromboxano, cisteinil leucotrienos como o leucotrieno B4 (LTB4)) que
sdo caracteristicas tipicas da reacdo de hipersensibilidade do tipo | (Bradding
et al., 2006; Galli et al., 2008; Holgate e Polosa, 2008). Estes mediadores
apresentam potente acao constritora da musculatura lisa das vias aéreas, além
de promoverem aumento da permeabilidade microvascular e edema (Holgate,
2008). Os eventos citados constituem-se na fase aguda da asma, clinicamente
representada pelos sintomas da crise asmatica como sibilancia, tosse e
dispinéia (Maddox e Schwartz, 2002; Holgate e Polosa, 2008).

E importante mencionar que todos os eventos pulmonares presentes a
fase imediata contribuem para o surgimento da fase tardia, representada por
intenso infiltrado leucocitario pulmonar (Maddox e Schwartz, 2002; Holgate,
2008; Holgate e Polosa, 2008). A migracao dos leucécitos circulantes para as
vias aéreas € um evento importante, que contribui com a cronicidade do
processo inflamatorio, envolve muitos mediadores e expressdo de moléculas
de adesédo (Maddox e Schwartz, 2002), favorecendo a ativacdo e migracao de
macrofagos, basofilos e eosindfilos para o espaco perivascular (Maddox e
Schwartz, 2002; Kelly et al., 2007; Holgate, 2008; Holgate e Polosa, 2008).

A fase tardia da asma também é marcada pelo aparecimento das
mudancas estruturais nas vias aéreas, que levam a perda progressiva da
funcéo pulmonar. O remodelamento das vias aéreas corresponde a uma das
mudancas estruturais e envolve deposicdo de colageno, hipertrofia e
hiperplasia de células musculares lisas e proliferacdo de microvasos com
consequente reducdo da capacidade de contracdo e relaxamento das vias

aéreas pulmonares (Orihara et al., 2010; Durrani et al., 2011).
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Em conjunto com as alteracbes na citoarquitetura das paredes
broquiolares, ocorrem também alteracées na regulacdo neural do ténus das
vias aéreas. Estas pré-dispdéem a hiperresponsividade brénquica (Durrani et al.,
2011), que pode estar ligada a hipersensibilidade a agonistas colinérgicos,
como a acetilcolina e sensibilidade reduzida a agentes adrenérgicos (Galli et
al., 2008).

Apesar de todo conhecimento sobre a imunopatologia da asma, 0s
eventos bioquimicos e celulares envolvidos, ainda ndo sdo compreendidos na
sua totalidade. Neste contexto, modelos animais como a asma induzida
experimentalmente pela administracdo de ovoalbumina (OVA), sdo uma boa
alternativa para investigar os mecanismos e a progressao da doenca. Estes
modelos reproduzem caracteristicas especificas da asma clinica como
inflamacé&o nas vias aéreas com elevados niveis de IgE, hiperplasia de células
epiteliais produtoras de muco, hiper-responsividade das vias aéreas e
broncoconstricdo. Nos achados histolégicos, é possivel perceber influxo de
leucdcitos com aumento da contagem de eosindfilos (Nials e Uddin, 2008).

Os estudos com modelos animais de asma foram fundamentais para a
formulacéo da hipétese que a asma € uma doenca mediada por linfocitos Th2;
para a compreensdao do papel do linfocito T na resposta alérgica e
envolvimento dos eosinofilos na hiper-reatividade. Desta forma, representam
uma importante ferramenta para pesquisa e desenvolvimento de novos

medicamentos para o tratamento da asma (Nials e Uddin, 2008).

1.4 O tratamento da asma

Segundo o0 consenso para 0 manejo da asma, atualmente, o0s
medicamentos utilizados para o tratamento desta podem ser divididos em duas
categorias, conforme o objetivo da sua utilizacdo: 1) farmacos para melhora
dos sintomas agudos, ou seja, para prevencao das exacerbacdes agudas da
asma; 2) farmacos para manutencdo, ou seja, usados para prevenir 0s
sintomas.

Durante as exacerbacbes agudas de asma, os medicamentos de
escolha sdo os [(2-agonistas com ac¢do broncodilatadora de curta duracgdo
como salbutamol, terbutalina e fenoterol, podendo ser utilizado o brometo de

ipratrépio em associacdo ou em substituicdo, no caso de efeitos adversos dos
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B2-agonistas como, taquicardia e arritmia cardiaca (IV Diretrizes para 0 manejo
da asma, 2006). Os [(2-agonistas de longa duracdo compreendem: o
salmeterol, formoterol e bambuterol (IV Diretrizes para o0 manejo da asma,
2006; (Holgate, 2011). Os p2-agonistas de longa duracdo podem ser utilizados
em associacdo com corticoides inalatérios, como terapia inicial e preventiva da
asma classificada como moderada ou grave (Orihara et al., 2010).

Os corticéides inalatorios, como a beclometasona, constituem a terapia
principal e mais efetiva para tratamento de manutencdo, profilatico e anti-
inflamatorio (Barnes, 2006 ; IV Diretrizes para o0 manejo da asma, 2006).
Apesar dos efeitos benéficos, e administracdo tdpica, seus efeitos colaterais
sistémicos sédo habitualmente observados com utilizagcdo de doses altas, por
tempo prolongado e envolvem a Sindrome de Cushing, caracterizada por
inibicdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, déficit de crescimento, perda de
massa 0ssea e retencao de soddio com aumento da pressao arterial. Os efeitos
colaterais topicos também compreendem a candidiase oral, disfonia e tosse
cronica. Efeitos adversos semelhantes também sédo observados apés a
administracdo sistémica de corticéides, utilizados nas crises de asma, em
casos graves (IV Diretrizes para o0 manejo da asma, 2006; Barnes, 2006).

Sdo também empregados para o tratamento de manutencdo: o0s
antileucotrienos como montelucaste e zafirlucaste, que sdo eficazes e
apresentam efeitos colaterais raros; os estabilizadores de membrana de
mastocitos, conhecidos como cromonas, como o cromoglicato de sodio; as
xantinas broncodilatadoras como a aminofilina e teofilina que devem ser
utilizadas preferencialmente em associacdo com corticoides inalatérios (IV
Diretrizes para o0 manejo da asma, 2006; Holgate, 2011).

Alternativas englobam o uso da terapia anti-IgE (omalizumab) que
parece reduzir a inflamacéao e melhorar a funcéo pulmonar, porém seus efeitos,
em longo prazo, necessitam ser investigados (Orihara et al., 2010). Ainda estéo
sobre investigacdo clinica: a terapia anti-IL-5 (mepolizumab); anti-TNF
(infliximab, etanercept, adalizumab); anti-IL-13 (anticorpo monoclonal anti-IL-13
— IMA-638) (Holgate, 2011).

Embora a terapéutica atual apresente alguma eficacia, nenhum dos
tratamentos disponiveis apresentam efeitos em longo prazo, tanto no processo
inflamatorio quanto no remodelamento, dessa forma ndo modificando de fato o

curso da doenca ou sendo curativa (Barnes, 2006). Em adicdo, devido a
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terapéutica ndo ser curativa, 0os sintomas da asma e o processo inflamatorio
retornam, seguindo a interrup¢do do tratamento. Isto vem instigando a busca
de novos medicamentos, visando controlar a progresséo e o aparecimento dos

sintomas da asma, com o minimo de efeitos colaterais (Barnes, 2006).

1.5 Adenosina e o processo inflamatério

Tem sido descrito que purinas endégenas como a adenosina e inosina
apresentam um importante papel regulatério na inflamagdo e imunidade
(Garcia Soriano et al., 2001; Mabley et al., 2003; Hasko e Cronstein, 2004).

A adenosina e a inosina sdo formadas por uma ligacao glicosidica entre
uma base purica adenina e uma D-ribose (Polosa, 2002; Polosa e Holgate,
2006). Ambas sao geradas a partir do metabolismo do trifosfato de adenosina
(ATP) pela acdo de enzimas da familia das ecto-nucleotidades, amplamente
distribuidas pelo organismo e expressas em muitas células incluindo plaguetas,
células epiteliais, endoteliais e leucécitos (Eltzschig, 2009).

Uma destas enzimas, a NTPDase -1 (ecto-apirase) também conhecida
como CD39, converte o ATP ou adenosina difosfato (ADP) em adenosina
monofosfato (AMP) que por sua vez sofre a acdo de uma ecto-5-nucleotidase
(CD73) gerando a adenosina, que € rapidamente convertida pela enzima
adenosina desaminase a inosina. A degradacdo desta ultima pela purina
nucleosideo fosforilase gera xantina que sera posteriormente metabolizada em
hipoxantina e acido Urico, como descrito na figura 2 (Polosa, 2002; Eltzschig et
al., 2003; Eltzschig et al., 2006; Spicuzza et al., 2006; Eltzschig, 2009).
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Fig. 2: Metabolismo intracelular e extracelular da adenosina e inosina e interagcdo com
receptores para adenosina. NTPDase: ecto — apirase; Ecto — 5’NTase: 5’-ecto-nucleotidase;
ADA: adenosina deaminase; PNF: purina nucleosideo fosforilase; XO: xantina oxidase.
Adaptado de Hasko e Cronstein (2004).

Estudos descrevem que concentracfes extracelulares elevadas de
adenosina sdo encontradas em situa¢cdes como isquemia, hipdxia, inflamacéo e
trauma (Garcia Soriano et al., 2001; Linden, 2001; Hasko e Cronstein, 2004;
Hasko et al., 2008). Ainda, acredita-se que este aumento tenha a funcdo de
protecao tecidual (Hasko et al., 2008).

O papel fisioldgico da adenosina foi inicialmente investigado por Drury e
Szent-Gyorgyi, que demonstraram que a mesma apresentava efeitos bioldgicos
pronunciados como reducdo da pressédo arterial, efeito inotrépico negativo e
vasodilatacdo coronariana (Hasko e Cronstein, 2004). Baseando-se nestes
estudos iniciais, na atualidade, a adenosina é empregada na clinica para o
tratamento de arritmias cardiacas, principalmente  taquicardias
supraventriculares (Wilbur e Marchlinski, 1997).

Até o momento, tem sido descrito que a adenosina exerce seu papel
fisiolégico e imunomodulatério, ligando-se aos receptores de superficie de
membrana, pertencentes a familia P; (acoplados a proteina G). Estes
receptores estdo amplamente distribuidos por varios tecidos em mamiferos,
incluindo cérebro, tiredide, rins, coracdo, pulméo e células imunes (Ralevic e
Burnstock, 1998; Fredholm et al., 2011). De acordo, estudos demonstram que a
adenosina apresenta participagdo em varios processos fisioldégicos, como na
regulacéo da vigilia e do sono, cognicdo e memoria, regulacdo da transmissao

nociceptiva, efeitos cardiovasculares e na inflamacédo (Ralevic e Burnstock,
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1998; Polosa, 2002; Ribeiro et al., 2002; Sawynok e Liu, 2003; Fredholm et al.,
2011).

Assim que é gerada, a adenosina se difunde e liga-se aos receptores
para adenosina (Fig. 3) (Hasko e Cronstein, 2004). Quatro subtipos de
receptores de membrana para a adenosina ja foram identificados, séo eles: A,
Aza, Agg, As. Os receptores A; e Aza sdo chamados receptores de alta afinidade
e 0s receptores Azg € Az sdo chamados de baixa afinidade devido ao padrao de
ligacdo da adenosina aos mesmos (Fredholm et al., 2011). Segundo descrito
na figura 3, os receptores A; inibem a adenilato ciclase através da ativacdo da
proteina Gi/o, o que também resulta na ativacdo da fosfolipase C (PLC). Os
receptores A; em musculos e neurdnios ativam canais de K*, resultando em
inibicdo dos canais de Ca®" do tipo Q, P e N. No musculo cardiaco, a ativagdo
destes receptores pela adenosina causa bradicardia, o que explica 0 seu uso
no tratamento de taquiarritmias (Jacobson e Gao, 2006).

A ativacdo do receptor A,a estimula a adenilato ciclase, através da
ativacdo da proteina Gs (estimulatoria). Um dos efeitos bioldgicos mais
descritos acerca da ativacdo deste receptor é o controle da resposta imune, o
qual talvez envolva a ativacao de proteina quinase A (PKA), proteina de ligacédo
ao elemento de resposta ao AMPc (CREB), resultando em inibicdo da ativacéo
do NFkB (Bours et al., 2006; Fredholm et al., 2007; Fredholm et al., 2011).
Além disso, foi descrito em células tipo COS-7, que a via do inositol fosfato
pode ser também ativada (Offermanns e Simon, 1995).

Assim como o receptor Aza, 0 Agg ativa a adenilato ciclase, através da
ativacdo da proteina Gs. Além disso, este receptor pode ativar a PLC, o que
estaria ligado ao aumento de calcio intracelular e degranulacdo de mastocitos
(Polosa, 2002; Jacobson e Gao, 2006). O receptor Az, da mesma forma que o
receptor A;, ativa uma proteina Gi/o (inibitéria) e inibe a adenilato ciclase,
reduzindo o AMPc intracelular. A ativacdo da PLC, também foi descrita e
especula-se que através dela ocorra a degranulacdo de mastécitos (Tilley et
al.,, 2000). A ativacdo da via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) estaria
relacionada a inibicdo da proliferacdo de células A375 de melanoma humano
(Merighi et al., 2005; Jacobson e Gao, 2006). Todos os receptores para
adenosina podem se acoplar as proteinas quinases ativadas por mitégenos

(MAPKs - “mitogen-activated protein kinase”), justificando o papel da
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adenosina no controle do crescimento, sobrevivéncia, morte e diferenciacao

celular (Jacobson e Gao, 2006).
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Fig. 3: Vias de sinalizagdo intracelulares ligadas a ativacdo dos receptores para adenosina.
Adaptado de Jacobson e Gao (2006).

Até o momento, a adenosina foi o nucleosideo mais estudado e
caracterizado, sendo que diversos estudos “in vivo” e “in vitro” relatam seus
efeitos anti-inflamatérios (Garcia Soriano et al., 2001; Mabley et al., 2003;
Fredholm et al.,, 2011). Dados da literatura relatam os efeitos inibitorios e
estimulatérios da adenosina sobre a liberacao de citocinas como TNF-q, IL-6 e
IL-8 e IL-10, em culturas de macréfagos (Bouma et al., 1994), inibicdo da
migracdo de neutrodfilos e producao de espécies reativas do oxigénio (Revan et
al., 1996; Wakai et al., 2001). Os efeitos da adenosina, bem como de agonistas
especificos de seus receptores, foram observados em modelos experimentais
de asma (El-Hashim et al., 2009), doenca inflamatoria intestinal (Antonioli et al.,
2007), choque séptico (Hasko et al., 1998), artrite reumatéide (Szabo et al.,
1998) e cicatrizagédo (Montesinos et al., 1997).

E notavel que em grande parte dos modelos de inflamacéo, os efeitos da
adenosina foram mediados pelos seus receptores, principalmente os do tipo
Aza. Assim, o interesse pelos receptores para adenosina tem crescido

dramaticamente desde que foi demonstrado que drogas anti-inflamatorias
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como 0 metotrexato apresentam, como um dos mecanismos, 0 aumento da sua
concentracdo enddgena (Hasko e Cronstein, 2004; Fredholm et al., 2011).

O desenvolvimento de animais “knockout” para o receptor A,a forneceu a
primeira evidéncia conclusiva “in vivo”, que estes receptores estdo envolvidos
no efeito anti-inflamatoério da adenosina (Sitkovsky, 2003). Neste estudo, foi
observado que a administracdo de sub-doses de concanavalina A (ConA)
lesionaram o figado de animais Adora2a”™ com aumento nos niveis sanguineos
de TNF-q, IL-4 e INF-y, o que n&o foi observado em animais que apresentavam
este receptor. Da mesma forma, a presenca do receptor Aza reduziu o choque
endotoxémico induzido por LPS, com reducdo dos niveis sistémicos das
citocinas IL-6, INF-y e TNF-a (Ohta e Sitkovsky, 2001).

No contexto da inflamacdo pulmonar, foi demonstrado que agonistas
seletivos do receptor Aza, como o ATL313 e CGS21680, respectivamente,
apresentam efeitos anti-inflamatérios em modelos de isquemia-reperfusao
(Sharma et al., 2009; Sharma et al., 2010) e pleurisia induzida por carragenina
(Impellizzeri et al., 2011).

O sub-tipo de receptor para adenosina A,z também parece mediar
efeitos pro-inflamatorios e anti-inflamatorios. Estudos demonstraram que o
tratamento com CVT-6883, um antagonista seletivo A,g, foi capaz de reverter
tanto a inflamacdo pulmonar, que ocorre espontaneamente em animais
deficientes para adenosina desaminase, quanto a inflamacdo alérgica
observada na asma (Sun et al., 2006; Mustafa et al., 2007), levantando indicios
sobre o papel protetor da adenosina e do receptor A,g com relacdo a
patogénese das doencas inflamatérias, principalmente pulmonares.
Contraditoriamente, um estudo com animais “knockout” para este receptor
demonstrou que a administracdo de LPS promoveu maior expressao de
moléculas de adesdo no endotélio vascular, assim como altos niveis de TNF-a
e IL-6 (Yang et al., 2006).

De encontro com estas informacgdes, recentemente foi descrito que a
adenosina pode promover aumento da funcdo da barreira endotelial através da
ativacdo dos receptores Ayg e desta forma interferir com a permeabilidade
vascular (Eltzschig et al., 2003). Dentro deste contexto, o receptor A,g parece
estar envolvido com a reducdo do edema pulmonar caracteristico da lesédo
pulmonar aguda induzida por ventilacdo, hipdxia e LPS (Eckle et al., 2008;
Eckle et al., 2008).
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Outro receptor que também parece mediar um papel dual da adenosina
na inflamagé&o é o receptor A;. Estudos demonstraram que na lesdo pulmonar
aguda induzida por LPS, a auséncia deste receptor promoveu o aumento do
processo inflamatério (Ngamsri et al., 2010). Apesar deste dado, acredita-se
que 0s receptores A;, juntamente com o0s receptores Az € Az sejam
responsaveis em parte pela hiper-reatividade brénquica evocada pela
adenosina (Polosa, 2002). De acordo, o papel pré-inflamatério do receptor A,
foi observado em um modelo experimental de hiperresponsividade bronquica a
histamina, induzida em coelhos, onde o L-97-1, um antagonista seletivo para o
receptor A; reduziu a contagem de leucocitos no lavado brénquio alveolar
(Nadeem et al., 2006).

A ativacdo de receptores Aj; parece estar diretamente ligada a
degranulacdo de mastdécitos, contribuindo com a patogenia de alguns
processos alérgicos (Hannon et al., 1995; Gessi et al., 2008). Este evento esta
ligado ao aumento de permeabilidade vascular cutanea, que ocorre apos
administracdo intradérmica de adenosina, em camundongos (Tilley et al.,
2000). O receptor Az também é encontrado em eosindfilos e o tratamento com
MRS 1523, um antagonista seletivo para este receptor reduziu a producéo de
muco e da eosinofilia em camundongos deficientes para adenosina deaminase
(Young et al., 2004). Apesar destes dados, em animais endotoxémicos foi
demonstrado que o tratamento com IB-MECA, um agonista seletivo do receptor
As reduziu a liberagéo de citocinas como INF-y, IL-12 e de NO e a letalidade
(Hasko et al., 1998).

Considerando o descrito acima, a literatura descreve que a adenosina
apresenta um papel dual na inflamacédo. Acredita-se que tal fato dependa do
estimulo que promoveu a resposta inflamatoria, do tipo celular envolvido e dos

receptores que foram expressos, determinando seu efeito modulatorio final.

1.6 Inosina e o processo inflamatorio

Evidéncias indicam que assim como a adenosina, a inosina também
apresenta um papel modulatério sobre a inflamacgéo (Rahimian et al., 2010). A
inosina é formada pelo metabolismo da adenosina pela adenosina deaminase
(Garcia Soriano et al., 2001; Liaudet et al.,, 2002; Eltzschig et al., 2006;
Fredholm et al.,, 2011) em situacdes de inflamacao, hipoxia e leséo tecidual
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(Garcia Soriano et al., 2001; Gomez e Sitkovsky, 2003).

A inosina foi considerada até pouco tempo, uma molécula inerte e sé
recentemente, ficou reconhecido que esta € capaz de se ligar nos receptores
para adenosina (Jin et al.,, 1997; Hasko e Cronstein, 2004; Fredholm et al.,
2011). Enquanto a adenosina apresenta um efeito de agonista total dos seus
receptores, estudos de “binding” indicam que a inosina parece se comportar
como um agonista parcial dos receptores A; e Az (Jin et al., 1997; Fredholm et
al., 2011).

Estudos especificos de ligacdo ao receptor A,n ndo foram ainda
realizados, porém este receptor juntamente com receptor Az, parece mediar 0s
efeitos da inosina. Um estudo conduzido por Gomez e Sitkovsky (2003)
demonstrou que estes receptores estdo envolvidos no efeito anti-inflamatoério
da inosina que inclui reducdo dos niveis séricos de TNF-a e efeito protetor
contra inflamagé&o induzida por endotoxina e ConA.

Muitos outros trabalhos também demonstram o efeito anti-inflamatério da
inosina e seus analogos como a INO-2002, em modelos de lesdo pulmonar
aguda (Liaudet et al., 2002; Mabley et al., 2009), colite induzida por 2,4,6-
trinitrobenzeno (TNBS) e dextran sulfato de sodio (DSS) (Mabley et al., 2003;
Rahimian et al., 2010), modelo de choque séptico induzido por ligadura cecal e
LPS (Garcia Soriano et al., 2001; Liaudet et al., 2001).

Nestes trabalhos, entre os efeitos anti-inflamatérios da inosina estdo a
inibicdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, o qual parece envolver um
mecanismo pdés-transcripcional, ou seja, sem interferir na degradacao do fator
inibitério IkB e na ativacao de proteinas quinases como a p38, p42/44 e c-Jun.
(Hasko et al., 2000) Este efeito foi revertido pelo bloqueio dos receptores A; e
A,, respectivamente pelos antagonistas seletivos DPCPX e DMPX (Hasko et
al., 2000).

Evidéncias indicam que os receptores A; e A, medeiam nao sO 0s
efeitos anti-inflamatérios da inosina, mas também os efeitos antinociceptivos da
mesma. Foi demonstrado recentemente que a inosina reduz a dor em modelos
de nocicepc¢do aguda e cronica, sendo este efeito revertido pela administragéo
de antagonistas seletivos e néo seletivos do receptor A; como o DPCPX e o 8-
PT e antagonistas seletivos para o receptor A;a como o ZM241385, sendo
relatado ainda o bloqueio da via da proteina quinase C (PKC), o que

contribuiria com o efeito antinociceptivo da inosina (Nascimento et al., 2010).
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Dados de experimentos “in vivo®’, acerca da atividade da inosina
descrevem que a mesma nao apresenta o efeito broncoconstrictor da
adenosina administrada por via inalatéria em ratos e humanos (Livingston et
al., 2004), suspeitando-se que a inosina ndo promova ativacdo de mastoécitos
nos pulmdes. Contraditoriamente, foi demonstrado que assim como a
adenosina, a inosina liga-se “in vitro” aos receptores Az promovendo
degranulacdo de mastocitos (Jin et al., 1997). Dessa forma, embora a inosina
tenha sido descrita como agonista parcial do receptor Az, 0os dados da literatura
relacionados a funcdo e expressao deste receptor em células teciduais ainda
S&80 escassos e pouco se sabe sobre estes efeitos. Com relacdo a escassez de
dados na literatura, 0 mesmo se estende aos outros receptores, sendo que
pouca informacdo esta disponivel sobre a importancia dos mesmos para o
efeito da inosina.

Existe um interesse crescente em desvendar 0os mecanismos pelos
quais a adenosina e a inosina sao capazes de controlar o sistema imune e o
processo inflamatério, tanto para compreender as vias envolvidas nestes
processos, quanto para o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que 0s
receptores para adenosina tém sido descritos como alvos para o

desenvolvimento de novas terapias anti-inflamatorias.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a possivel atividade anti-inflamatoria da adenosina e inosina na
inflamacéo pleural aguda induzida pela carragenina e no modelo de asma

induzida pela OVA em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

1) Utilizando o modelo experimental de pleurisia induzida pela carragenina,

objetivou-se verificar:

a) A possivel acdo anti-inflamatdria da adenosina e inosina sobre a migracéo
leucocitaria total e diferencial para a cavidade pleural e extravasamento

plasmatico;

b) O envolvimento dos receptores para adenosina no possivel efeito anti-
inflamatério da adenosina e inosina, na cavidade pleural, através do uso de
antagonistas seletivos A; (DPCPX), Aoa (ZM 241385), A (aloxazina), e néo
seletivo cafeina, bem como, do agonista especifico para o receptor A2A, o
CGS21680;

c) O metabolismo da adenosina utilizando o EHNA, um inibidor da sua
conversdo em inosina e dessa forma, a possivel contribuicdo da inosina no

efeito anti-inflamatoério da adenosina.

d) Quantificacdo dos niveis de adenosina, inosina, xantina e acido Urico no

plasma sanguineo, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

e) A influéncia do tratamento com adenosina e inosina, sobre os niveis de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-13, em amostras de exsudato

pleural, bem como a participacdo dos receptores para adenosina neste efeito.

2) Através do modelo de inflamacao alérgica pulmonar, induzida pela OVA,

buscou-se avaliar:
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a) Os efeitos da inosina sobre a asma experimental induzida pela OVA,;

b) O envolvimento dos receptores para adenosina no possivel efeito anti-
inflamatorio da inosina, na asma experimental, através do uso de antagonistas

seletivos A; (DCPX), Aza (ZM 241385), Azg (aloxazina), e ndo seletivo cafeina;

c) A possivel interferéncia da inosina sobre a mobilizacdo leucocitéria para os
pulmdes através da contagem leucocitaria no lavado broncoalveolar, sanguinea

e na medula 0ssea;
d) Quantificacéo das citocinas IL-4 e IL-5;

e) Analise histologica de seguimentos pulmonares para avaliacdo morfologica e
de migracéo leucocitaria, deposicéo de colageno e remodelamento e producéo

de muco;

f) Avaliar os efeitos do tratamento com inosina na mecanica pulmonar, frente a

um estimulo com metacolina, utilizando o aparelho “flexivent”.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas Swiss e balb/c adultos (18 a 35
g), provenientes do biotério central do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana e do biotério central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.

Os animais foram mantidos em temperatura constante (22 = 2 °C), ciclo
claro-escuro de 12 horas e tratados com agua e racao “ad libitum”. Os animais
permaneceram no laboratério para sua adaptacdo por um periodo de pelo
menos 1 h antes da realizacdo dos experimentos, os quais foram conduzidos
entre 8 e 12 horas a temperatura de 22 + 2 °C. Os experimentos foram
realizados de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e exigéncias estabelecidas em
“The Guide for the care and use of experimental animals (Canadian Council on
Animal Care)”. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPR e da USP, sob protocolos n°
320/2008 e 58/2009, respectivamente.

3.2 Drogas utilizadas

Usaram-se as seguintes drogas: Adenosina, inosina, aloxazina, CGS
21680, eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina (EHNA), azul de evans, cafeina,
xantina, acido urico, carragenina lambda, ovoalbumina grau V (Sigma Chemical
CO., St Luis, MO, EUA), 8-Ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX), 4-{2-[7-
amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo-[2,3-a][1,3,5]triazin-5-il-amino]etil}fenol
(ZM241385) (Tocris Bioscience, Park Ellisville, MO, EUA), DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium - Cultilab, Campinas, Brasil), hidroxido de aluminio
(Sanofi-Synthélabo, Sdo Paulo, Brasil), quetamina e xilazina (Vetbrands Saude

Animal, Brasil).
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3.3 Métodos

3.3.1 Avaliagdo dos efeitos da adenosina e inosina sobre a resposta
inflamatéria aguda através do modelo de pleurisia induzida pela

carragenina.

3.3.1.1 Inducgéo da pleurisia

O modelo de pleurisia € um modelo util para caracterizar ou examinar a
possivel atividade anti-inflamatéria de novas drogas, tendo em vista que esse
modelo caracteriza-se por apresentar todos os eventos da reacgao inflamatoria
(Frode et al., 2001). Este modelo foi realizado conforme descrito anteriormente
(Henriques et al., 1992; Saleh et al., 1996; Frode et al., 2001) com algumas
modificacdes.

Neste modelo, inicialmente, diferentes grupos de animais foram tratados
por via endovenosa com uma solugéo de Azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 ml, i.v.),
para posterior determinacao do extravasamento de proteinas plasmaticas para
a cavidade pleural. Decorridos 30 min, grupos de animais foram tratados com o
veiculo (tween, 5 %), adenosina (0,3 -100 mg/kg, i.p.) ou inosina (1,0 - 300
mg/kg, i.p.). Para avaliar o envolvimento dos receptores para adenosina, foram
administrados, por via intraperitoneal, o agonista seletivo A,p CGS21680 (0,1
mg/kg, i.p.) ou 0s antagonistas seletivos para 0s receptores da adenosina,
incluindo, o antagonista seletivo A; (DPCPX, 2,5 mg/kg); antagonista seletivo
Aza (ZM241385, 1,5 mg/kg), antagonista seletivo Ayg (Aloxazina, 5 mg/kg) e o
antagonista néo seletivo cafeina (1,5 mg/kg), 30 min antes da administracdo de
adenosina, inosina ou CGS21680. Apdés 30 min destes tratamentos, foi
realizada através do espaco intercostal, a administracéo intrapleural de 0,1 mi
de carragenina (1 %), diluida em solucéo fisioldgica estéril (NaCl, 0,9%) e 4
horas depois, os animais foram mortos com uma overdose de éter etilico. A
cavidade pleural foi acessada e lavada com 1,0 ml de salina estéril
heparinizada (20 Ul/ml) e o liquido pleural foi coletado com auxilio de pipeta
automatica e processado para contagem total e diferencial de leucdcitos e do

extravasamento de proteinas.
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3.3.1.2 Contagem celular de leucotcitos e quantificacdo indireta do

extravasamento de proteinas plasmaticas

A contagem celular, bem como a quantificagcéo indireta de Azul de Evans
foi realizada de acordo com o descrito previamente (Henriques et al., 1992;
Saleh et al., 1996; Frode et al., 2001), com algumas adaptagdes.

A contagem total de leucécitos foi realizada, utilizando-se a camera de
Neubauer e microscopio Optico (aumento de 400 vezes). Para tanto, as
amostras foram previamente diluidas em liquido de Ttrk (2% de &cido acético)
na proporcdo de 1:20. Para a contagem diferencial, as amostras foram
centrifugadas a 4 °C e o depdsito de leucécitos formado foi ressuspendido em
200 pl de albumina bovina a 3 %, sendo secados a temperatura ambiente e
corados com auxilio do “kit” para coloracdo hematolégica Instant Prov
(Newprov LTDA, Pinhais, PR, Brasil). A contagem diferencial foi feita em
microscopio Optico comum, com auxilio de objetiva de imersdo, contando-se
aproximadamente 100 células por lamina.

Apbs centrifugacdo das amostras de exsudato, uma aliquota de 300 pl
foi separada do sobrenadante e congelada em freezer (- 20 °C) para posterior
determinacao dos niveis de Azul de Evans, em espectrofotdmetro (Pharmacia
Biotech — Ultrospec 2000), por leitura de densidade Optica, em comprimento de
onda de 620 nm. Para tal, curvas-padrdo com concentracdes previamente
conhecidas do corante também tiveram suas densidades oticas determinadas,
permitindo a quantificacdo dos valores experimentais em pg/ml com auxilio de

equacao da reta.

3.3.1.3 Determinacé&o dos niveis de TNF-a e IL-1B8 no lavado pleural

Para a quantificacdo das citocinas TNF-a e IL-13, amostras de exsudato
pleural foram obtidas, utilizando uma solu¢cdo de PBS, contendo aprotinina (2
pg/ml), tween 20 (0,05 %), PMSF (fenilmetilsulfonilfluoridro, 0,1 mM), EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético, 10 mM), BSA (albumina de soro bovino, 0,5
%). No dia dos experimentos, néo foi realizado o tratamento com 0 corante
fisiologico Azul de Evans. A coleta foi realizada 4 h apds a injecédo intrapleural
de carragenina. As amostras foram centrifugadas a 8.000 rpm a 4°C, por 10

min. Em seguida, o sobrenadante foi rapidamente congelado e estocado a - 80
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°C, para posterior quantificacdo. A determinacdo dos niveis de citocinas foi
realizada pelo método imunoenzimatico de ELISA, utilizando “kits”
comercialmente disponiveis (BioLegend Inc., San diego, CA, EUA e R & D
Systems Inc. Minneapolis, MN, EUA), de acordo com as especificacdes do

fabricante.

3.3.1.4 Estudo do efeito sinérgico entre adenosina e inosina

Para avaliar se a adenosina e inosina apresentam um possivel efeito
sinérgico, realizou-se uma coadministracao por via intraperitoneal de adenosina
(0,3 mg/ml) e em seguida, no lado contralateral, foi administrada a inosina (1,0
mg/ml) e 30 min. apds, ocorreu a inducdo da pleurisia. Estas doses foram
escolhidas por ndo apresentarem efeitos sobre os parametros inflamatérios

avaliados no modelo de pleurisia.

3.3.1.5 Estudo do metabolismo da adenosina, utilizando o EHNA, um

inibidor da adenosina deaminase

Este estudo foi realizado com a finalidade de inibir o metabolismo da
adenosina através da administracdo do EHNA, um inibidor da adenosina
deaminase, que € a enzima responsavel pelo metabolismo da adenosina em
inosina. Com esta inibicdo enzimatica, é possivel prevenir a formacdo da
inosina e assim verificar se parte dos efeitos atribuidos a adenosina sdo, na
verdade, os efeitos da inosina. Nesta série de experimentos, o modelo
experimental escolhido foi o de pleurisia e para avaliar a atividade da
adenosina deaminase foi realizado o ensaio enzimatico para determinacao da
atividade da mesma.

Para tanto, inicialmente, foi realizado o tratamento com EHNA, nas
doses de 1, 5, 10 e 50 mg/kg, com o intuito de definir a dose que apresentaria
inibicdo da atividade da enzima adenosina deaminase, sem interferir com a
resposta inflamatéria. Apos os ensaios a dose escolhida foi a de 5 mg/kg e em
seguida foram realizados os experimentos para avaliar o metabolismo da
adenosina. O EHNA (5 mg/kg, i.p.) foi administrado 30 min antes da adenosina

(10 mg/kg, i.p.) ou da inosina (10 mg/kg, i.p.) e apos 30 min, ocorreu a inducao
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da pleurisia com posterior contagem celular e coleta de amostra de exsudato

pleural para a determinacdo da atividade enzimatica da adenosina deaminase.
3.3.1.6 Determinagéo da atividade da adenosina deaminase

O ensaio de atividade enzimética foi realizado de acordo com o descrito
por Fréde e Medeiros (2001). Para determinacdo da atividade enzimética,
solugcbes com diferentes concentracbes de NaH;PO4-H,O (35 mM),
Na;HPO,4-H,0O (15 mM) e de NH3SO, (15 mM) foram preparadas para obter
uma curva padrdo com concentragdes entre 10 - 50 U/l. A reacao foi iniciada,
acrescentando 10 pl de exsudato pleural a 250 pl de solugédo fosfato
tamponada de adenosina a pH 6,5 (composi¢cdo: NaH,PO4-H,O (35 mM),
Na;HPO,4.12H,0 (15 mM) e adenosina (0.5 mM)). Apés incubacgédo por 1 h a
37°C, a reacao foi interrompida com a adicdo de 500 ul da solucéo de fenol (1
mM) e nitroprussiato de sddio (0,17 mM) em 500 ul de tampdao alcalino NaOCI
(11 mM). Esta solucdo, com volume final de 1000 pl, também foi utilizada para
confeccionar a curva padrdo. As densidades Opticas da curva-padrdo e
amostras foram obtidas por leitura da absorbancia em 620 nm e os valores
experimentais em UI/L foram estimados com auxilio de equacao da reta (Frode
e Medeiros, 2001).

3.3.1.7 Avaliagcdo do metabolismo da adenosina em inosina, xantina e
acido urico através da anédlise por cromatografia de alta performance com
detector de arranjo diodo (CLAE-DAD)

O estudo do metabolismo da adenosina por HPLC foi realizado de
acordo com o descrito previamente (Mei et al., 1996; Coolen et al., 2008) com
algumas modificagdes. Inicialmente, amostras de sangue foram coletadas por
puncao do plexo ocular de camundongos anestesiados, com auxilio de pipetas
de Pasteur contendo EDTA 10%, ap6s 1 e 4 horas da indugéo da pleurisia.
Este grupo foi considerado o grupo controle inflamado. Em adig&o, diferentes
grupos de animais foram tratados com adenosina (100 mg/kg, i.p.) € 30 min.
apos o tratamento ocorreu a injecao intrapleural de carragenina. No momento
desta injecéo, amostras de sangue foram colhidas com a finalidade de verificar

quais metabdlitos estariam circulantes neste momento. Além disso, apos 1, 2, 4



27

e 6 hs da inducao da pleurisia amostras também foram colhidas e processadas

para a identificacdo e quantificacdo da adenosina e seus metabolitos.
a) Preparo da amostra

ApoOs a coleta, as amostras foram centrifugadas a 3.500 r.p.m. por 5 min. a
4°C, para obtencdo do plasma sanguineo. Cerca de 100 pl de acido percldrico
(PCA) 8%, foi adicionado a 100 ul de plasma, para retirar as proteinas da
mesma, agitado em vortex por 5 s e centrifugado a 4.500 r.p.m., por 10 min. a
4°C. Em seguida, 130 pl do sobrenadante foi adicionado a 8 pl de uma solugdo
contendo K;CO3 (2 M) e KOH (6 M). Novamente as amostras foram
centrifugadas a 4.500 r.p.m., por 10 min. a 4°C e 100 pl do sobrenadante foi
adicionado a uma solucédo tampéo de fosfato de potassio (50 mM, pH 6,0) e em

seguida estocadas em freezer — 80 °C.
b) Analise em Cromatégrafo de alta performance

Para a identificacdo e quantificacdo dos padrbes e da adenosina e seus
metabdlitos nas amostras processadas, as mesmas foram filtradas por meio de
seringa de filtro (0,22 um, Allcrom) e aliquotas de 25 pl, foram injetadas e um
sistema CLAE Varian ProStar, com bomba quaternaria (modelo ProStar 240),
acoplado a um detector arranjo de diodo de comprimento de onda variavel
(modelo ProStar 335).

A separacdo cromatogréfica foi realizada por meio de uma coluna de
fase reversa Phenomenex C18 (Phenomenex, 4.6 X 100 mm, 2.6 um), em
temperatura ambiente e monitorada a 250 nm. O sistema eluente consistiu de
50 mM de fosfato de potassio (fase A) e metanol (Fase B) (v/v), iniciando com
100 % (0 — 2 min. — fase A); com aumento linear de 88 % (2 — 10 min. — fase
A); 88% (10 -12 min. — fase A); 100% (12 — 17 min. — fase A) com estabilizacao

de 2 min entre as corridas e fluxo de 1,0 ml/min.
c) Curva de calibragao

Foram realizadas curvas de calibracdo de adenosina, inosina, xantina e
acido arico nas amostras, com concentragdes crescentes dos padrées (1,125
pM a 40 pM, para adenosina e inosina; e de 3,125 pmol a 100 pmol, para a
xantina e acido urico). As curvas foram confeccionadas com a finalidade de

determinar a concentra¢do da adenosina e metabdlitos por interpolacdo. Por se
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tratar de um método de avaliagdo do metabolismo, utilizou-se a cafeina, uma

xantina metoxilada, como padrao interno.
d) Identificacdo dos picos nas amostras

A quantificagdo da adenosina e seus metabolitos foi realizada
considerando a similaridade entre o espectro de UV e tempo de retencdo. Os
resultados foram expressos como pmol de padrao, levando em consideracéao o

volume inicial de amostra.

3.3.2 Avaliacdo dos efeitos da adenosina e inosina no modelo de asma

induzida pela ovoalbumina e sobre sistema imune adaptativo

3.3.2.1 Sensibilizagao e broncoprovocac¢ao “in vivo”

Grupos de animais foram imunizados por via subcutédnea no dia 0 e 7
com 10 ug de ovoalbumina (OVA, grau V), dissolvidas em 0,4 ml de uma
solucéo saturada de hidroxido de aluminio (2,5 mg/kg), por via subcutanea. A
broncoprovocacéo foi desencadeada a partir do 14° dia, apos a sensibilizacao
priméria pela exposicao dos animais a inalacdo de 10 mg/ml (1 %) de OVA,
grau V, diluida em PBS (2 x por dia, por 2 dias consecutivos). A sessédo de
inalacédo foi realizada, por 15 min, em caixa plastica (18,5 cm X 18,5 cm X 13,5
cm), acoplada a um nebulizador ultrassénico com capacidade de produzir
névoa com particulas entre 0,5 a 1,0 um®. Para avaliacdo dos efeitos da inosina
(0,001 — 100 mg/kg, i.p.) sobre a inflamacédo nas vias aéreas, induzida pela
OVA, diferentes grupos de animais foram tratados com as mesmas ou com 0
veiculo (tween, 5 %) 30 min antes de cada desafio. Para avaliar o envolvimento
dos receptores para adenosina, foi realizado um pré-tratamento com
antagonistas seletivos como DPCPX (o antagonista seletivo A; 2,5 mg/kg);
ZM241385 (antagonista seletivo A,s, 1,5 mg/kg); aloxazina (antagonista
seletivo Agg, 5 mg/kg) e o antagonista ndo seletivo cafeina (1,5 mg/kg), 30 min

antes do tratamento com as purinas.
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3.3.2.2 Contagem de leucécitos sanguineos

Decorridas 24 horas da broncoprovocacdo, o0s animais foram
anestesiados com cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (20 mg/kg, i.p.), e a
cavidade peritoneal foi exposta, a artéria aorta foi identificada para coleta das
amostras de sangue. Em seguida, aliquotas de 10 pl de sangue foram diluidas
em 190 pl de liquido de Turk, para contagem total de leucdcitos, com auxilio da
camara de Neubauer em microscopio Optico. Para a contagem diferencial,
foram confeccionadas laminas de esfregaco sanguineo que foram coradas com
auxilio do “kit” para coloracdo hematoldgica Instant Prov (Newprov LTDA,
Pinhais, PR, Brasil). A contagem diferencial foi feita em microscopio 6ptico
comum, com auxilio de objetiva de imersdo, contando-se aproximadamente

100 células por lamina.

3.3.2.3 Lavado femural (LF)

O lavado femural foi obtido por lavagem da cavidade femural, logo apos
a coleta das amostras de sangue. O fémur esquerdo foi retirado e, com auxilio
de uma pinga, foi mantido sobre um tubo Falcon® (10 ml). Em seguida, o canal
medular foi perfundido com PBS estéril, utilizando uma seringa plastica. A
suspensao medular foi homogeneizada com auxilio de uma pipeta automatica e
duas diluicbes sucessivas, na propor¢céo de 1:10, foram realizadas, sendo que
a primeira diluicdo foi realizada em liquido de Turk e a segunda em PBS. Apés
este procedimento, a leitura total da medula éssea foi realizada, utilizando-se a

camara de Neubauer, com auxilio do microscoépio optico.

3.3.2.4 Lavado broncoalveolar (LBA)

A contagem total e diferencial de leucécitos no LBA foi realizada de
acordo com o descrito por Riffo-Vasquez e col. (2007), com algumas
modificacdes.

Logo apos a coleta do lavado femural, a traquéia foi exposta e a seguir
inseriu-se uma céanula de polietileno acoplada a uma seringa de plastico
contendo PBS, e o LBA foi colhido e processado para contagem total de

leucocitos com auxilio de uma camara de Neubauer. A contagem diferencial de
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leucdcitos foi realizada apos centrifugacdo das amostras de LBA a 8.000 rpm, a
4°C, por 10 min. Posteriormente, as laminas foram coradas com auxilio do “kit”
para coloracdo hematologica Instant Prov (Newprov LTDA, Pinhais, PR, Brasil).
A contagem diferencial foi feita em microscopio 6ptico comum, com auxilio de

objetiva de imerséo, contando-se aproximadamente 100 células por lamina.

3.3.2.5 Cultura de “explants” pulmonares

Fragmentos pulmonares, dos diferentes grupos de animais, foram
coletados e preparados como descrito por Proust e cols. (2003). Apos 24 h do
altimo desafio, os pulmdes foram perfundidos, removidos e em seguida 4
fragmentos, com peso aproximado, foram separados e cultivados em meio
DMEM, suplementado com penicilina (0,5 %)/estreptomicina (10 mg/ml),
aprotinina (2 pg/ml) a 37 °C em 5 % de CO,, por 24 h. Passado este periodo, o
meio foi coletado e estocado a -80 °C para a determinagéo de citocinas.

3.3.2.6 Determinacéo dos niveis de IL-4 e IL-5

Os niveis de IL-4 e IL-5 foram determinados no meio obtido da cultura de
tecido pulmonar, através da utilizacdo de “kits” de ELISA disponiveis
comercialmente, de acordo com as especificagcbes do fabricante. Para as
quantificacdes realizadas no explante, os resultados foram expressos em pg de

citocina produzida por mg de tecido pulmonar seco.

3.3.2.7 Andlise das amostras histologicas pulmonares

Os pulmdes foram perfundidos com PBS estéril, removidos apds a coleta
do LBA, fixados em solucdo de formaldeido a 10 % e emblocados em parafina.
Os blocos foram cortados na espessura de 5 um e os cortes teciduais corados
para analise: (1) morfologica e de migracdo celular com hematoxilina e eosina
(HE); (2) da producé&o de muco pela coloracdo com acido periodico de Schiff
(PAS); (3) dos depdsitos de colageno através da coloragao de picrossirius e (4)
migracdo de mastécitos, com auxilio da coloracdo com azul de toluidina. A area

das vias aéreas corada com HE e intensidade da coloragdo com PAS foi
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avaliada entre a membrana basal e células epiteliais. A intensidade do azul de
toluidina foi analisada ao redor da via aérea e a intensidade da coloragcédo de
picrossirius, avaliada no mdusculo liso brénquico, utilizando o programa
ImagePro Plus (Media Cybernetics Inc, Bertheda, MD, USA). Os resultados
expressos por um/pum? para as andlises dos segmentos corados em HE, em
porcentagem nas amostras coradas com PAS e picrossirius (resultados ndo
apresentados) e em células/ mm? para as anélises de azul de toluidina. Foram

analisados em torno de 5 a 8 brénquios por lamina.

3.3.2.8 Andlise da mecéanica pulmonar, frente ao estimulo com metacolina

A avaliagdo dos efeitos da inosina, sobre a mecanica pulmonar, foi
realizada com auxilio do aparelho FlexiVent 5.2, Scireq®, Quebec, Canada. A
metodologia foi realizada de acordo com McGraw e cols. (2007).

Para verificar os efeitos da inosina, diferentes grupos de animais foram
tratados com inosina (10 mg/kg, i.p.), 30 min antes de cada desafio. Para
avaliar o envolvimento do receptor Aza, 0 ZM241385 (antagonista seletivo Aza,
1,5 mg/kg, i.p.) foi administrado 30 min antes da inosina. A responsividade das
vias aéreas foi medida, decorridas 24 hs do ultimo desafio. Para tanto, os
animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) e
a traquéia exposta e canulada com o auxilio de uma canula metalica, de 20
Gauge. Por meio da canula, os animais foram conectados ao aparelho de
ventilagdo mecéanica e ventilados com volume corrente a 10 ml/kg e frequéncia
respiratoria de 450 ciclos/minuto. A presséo positiva expiratéria final (PEEP) foi
ajustada para 3 cmH,O por conexdao a uma valvula expiratéria no ventilador.
Antes de coletar os dados da mecéanica ventilatéria, os pulmbes foram
insuflados com uma pressao de 30 cmH,0O, a fim de homogeneizar todo o
pulmdo e aerar possiveis regibes atelectasiadas. Posteriormente, a
responsividade pulmonar foi avaliada frente a duas diferentes concentragdes
de metacolina (Mch), 50 e 100 mg/ml (diluidas em solucéo fisiologica) que
foram oferecidas na forma de aerossol (nebulizacdo), através da traquéia,
durante 10 segundos.

Como controle, um grupo de animais recebeu, por via inalatéria, salina
apirogénica, antes de iniciar as doses de Mch. A coleta dos dados foi realizada,

30 segundos apos o término da nebulizacdo de cada concentracdo de Mch,
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ocorrendo um intervalo de 5 minutos entre uma inalacdo e outra. Para a
obtencdo dos dados de resisténcia (R) e elastancia (E) do sistema respiratério,

foi utilizado o modelo unicompartimental (equacdo do movimento).

3.4 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como a meédia + erro padrdo da
media, exceto as DI s (dose ou concentragdo das drogas ou compostos que

reduziram a resposta em 50% em relacdo ao grupo controle), que sao
apresentadas como médias geométricas, acompanhadas de seus respectivos
limites de confianca, em nivel de 95%. As analises estatisticas dos resultados
foram realizadas por meio de analise de variancia (ANOVA), seguidas pelo
teste de mudltipla comparacédo, utilizando-se o método de Newman Keuls,
quando apropriado. Valores de P < 0,05 foram considerados como indicativos

de significancia. As DI s foram estimadas a partir de experimentos individuais,

utilizando o método de regressao linear através do programa “Graph Pad”.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da adenosina na pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos

A figura 4 demonstra que o tratamento por via intraperitoneal com
adenosina (0,1 — 100 mg/kg), administrado 30 min antes da carragenina,
promoveu a reducdo do processo inflamatoério agudo quando avaliado 4 horas
apos a injecdo intrapleural deste agente proé-inflamatério. Os resultados
mostram que a adenosina reduziu a contagem total de leucdcitos e diferencial
de neutrdfilos, no exsudato pleural, com inibicbes de 87 + 5 % e 89 + 4 % para
a dose de 100 mg/kg e valores médios de Dlsos de 12,2 (6,7 - 22,8) mg/kg e 3,9
(2,6 - 5,7) mg/kg, respectivamente (Fig. 4 A e B). O tratamento com adenosina,
na mesma dose, reduziu significativamente a contagem de mononucleares e o
extravasamento plasmaticos com inibicdbes de 55 + 5 % e 54 = 6 %,
respectivamente (Fig. 4 A e B).
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Figura 4: Efeitos da adenosina na contagem total de leucdcitos e extravasamento plasmético
(A) e contagem diferencial de leucdcitos (B), na pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos. S: representa 0s animais tratados com salina (0,9 %); CAR: representa o grupo
tratado somente com carragenina (1 %); V: corresponde ao grupo tratado com carragenina e
com veiculo (tween, 5 %), usado para diluir a adenosina; as doses de 0,1 - 100 mg/kg,
correspondem aos grupos tratados com adenosina. Cada coluna representa a média de 6 - 8
animais e as linhas verticais, o E.P.M. *P < 0,05, ***P < 0,001 quando comparado ao grupo
controle veiculo e “P < 0,001 quando comparado com o grupo salina (S).

4.2 Envolvimento dos receptores para adenosina no efeito da adenosina

na pleurisia induzida pela carragenina em camundongos

Inicialmente, para avaliar o envolvimento dos receptores para adenosina
nos efeitos da mesma ou da inosina, as doses dos antagonistas utilizados foi
determinada. O efeito do tratamento com os antagonistas foi avaliado na
contagem celular total, diferencial e com relacdo a exsudacédo pleural, sendo
escolhidas as doses que nao alteraram estes parametros, como descrito na
tabela 1.
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Os resultados apresentados na figura 5 mostram que o tratamento com
ZM241385, um antagonista seletivo para o receptor Ao, € com aloxazina um
antagonista seletivo para o receptor A,s, administrados 30 min antes do
tratamento com adenosina (100 mg/kg), bloqgueou completamente (100 %) os
efeitos da adenosina na contagem total, diferencial de neutrofilos e no
extravasamento plasmatico. Além disso, o tratamento com o DPCPX (2,5
mg/kg), um antagonista seletivo para o receptor A;, reverteu em 85 + 6 % 0
extravasamento plasmatico (Fig. 5 B). No entanto, assim como a cafeina, o

DPCPX, nédo reverteu o efeito da adenosina em nenhum outro parametro

avaliado.
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Figura 5: Participagdo dos receptores para adenosina, nos efeitos da adenosina na contagem
total de leucdcitos (A); extravasamento plasmético (B) e contagem diferencial de leucécitos (C),
na pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. S: representa 0s animais tratados
com salina (0,9 %); CAR: representa o grupo tratado somente com carragenina (1 %); V:
corresponde ao grupo tratado com carragenina e com veiculo (tween, 5 %) usado para diluir a
adenosina (100 mg/kg, i.p.) e antagonistas. DPCPX: antagonista do receptor A;; ZM241385:
antagonista do receptor A,; Aloxazina: antagonista do receptor A,g; Cafeina: antagonista nédo
seletivo para os receptores de adenosina. Cada coluna representa a média de 6 - 8 animais e
as linhas verticais, a média £ E.P.M. *P < 0,05, **P < 0,001 quando comparado ao grupo
controle veiculo e “P < 0,001 quando comparado com o grupo salina (S). ‘P < 0,05, 7P <
0,001 quando o grupo adenosina foi comparado com o0s grupos tratados com antagonistas.
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Em adicdo, observou-se que o pré-tratamento com todos antagonistas
utilizados foi capaz de bloquear completamente os efeitos da adenosina sobre
a contagem de mononucleares (Fig. 5 C).

Tabela 1: Efeito do tratamento com o0s antagonistas seletivos e ndo seletivos
para os receptores de adenosina sobre a contagem celular e extravasamento
plasmético, na pleurisia induzida pela carragenina em camundongos.

Totais Neutréfilos Mononucleares Azul de
(x 10 ®/ml) (x 10 ®/ml) (x 10 ®/ml) Evans (ug/ml)

Grupos controle

Salina 0,82+0,12 0,10+ 0,03 0,70 £ 0,09 1,05 + 0,25
Carragenina (1 %)  4,97+024% 348+0,21" 1,47 0,10 * 9,85+ 0,92 "
Veiculo (tween 5%) 4,96 +0,26“ 3,57+0,28" 1,45+ 0,07 * 9,83+0,81"

Tratamento com antagonistas

DPCPX 440+0,12 2,96x0,16 1,43 +0,16 8,32+1,21
(2,5 mg/kg, i.p.)
ZM241385 496 +£0,22 3,13+0,15 1,68 = 0,09 8,80+1,12
(1,5 mg/kg, i.p.)
Alloxazine 453+042 3,13%+0,36 1,65+ 0,30 8,58 +0,78
(5,0 mg/kg, i.p.)
Caffeine 490+0,25 3,40x0,10 1,46 £ 0,12 11,20+ 0,31

(2,5 mg/kg, i.p.)

A diferenca entre os grupos foi determinada por ANOVA seguida pelo teste de mudltipla
comparacao de Newman Keuls (n=6). #P<0.001, quando comparado com o grupo salina.

4.3 Efeitos da inosina na pleurisia induzida pela carragenina em

camundongos

O tratamento com inosina (0,3 - 300 mg/kg, i.p.) reduziu
significativamente a contagem de células totais no lavado pleural, na primeira
fase da inflamacéo aguda, induzida pela carragenina, com inibicdo de 58 + 9 %
para dose de 100 mg/kg (Fig. 6 A). Em adigéo, a inosina também foi capaz de
reduzir a contagem diferencial de neutrdfilos e a exsudagédo pleural com
inibicbes de 70 = 5% e 66 + 6% para a dose de 300 mg/kg e com valores
médios de Dlsgs de 6,4 (3,3 - 12,6) mg/kg e 38,1 (17,4 - 83,5 mg/kg,
respectivamente (Fig. 6 A e B). Em contraste, o tratamento com inosina néo

interferiu na contagem diferencial de mononucleares (Fig. 6 B).
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Figura 6: Efeitos da inosina na contagem total de leucécitos e extravasamento plasmético (A) e
contagem diferencial de leucécitos (B), na pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos S: representa os animais tratados com salina (0,9 %); CAR: representa o grupo
tratado somente com carragenina (1 %); V: corresponde ao grupo tratado com carragenina e
com veiculo (tween, 5 %), usado para diluir a adenosina; as doses de 0,3 - 300 mg/kg,
correspondem aos grupos tratados com inosina. Cada coluna representa a média de 6 - 8
animais e as linhas verticais, o E.P.M. *P < 0,05, ***P < 0,001 quando comparado ao grupo
controle veiculo e “P < 0,001 quando comparado com o grupo salina (S).

4.4 Envolvimento dos receptores para adenosina no efeito da inosina

sobre a inflamagéo pleural em camundongos

A figura 7 demonstra que o pré-tratamento com todos os antagonistas
seletivos utilizados, entre eles o0 DPCPX (antagonista seletivo A;); ZM241385
(antagonista seletivo Aja); aloxazina (antagonista seletivo Azg) € com o
antagonista nao-seletivo, cafeina bloquearam os efeitos da inosina (10 mg/kg
i.p.) sobre a contagem total de leucdcitos, na cavidade pleural, com reversées
de 67 +£6 %, 70+4 %, 73+9 % e 69 + 12 %. Além disso, os efeitos da inosina

sobre a contagem diferencial de neutréfilos também foi blogueado pelo
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tratamento com 0s mesmos antagonistas, com reversdes de 64 = 6 %
(DPCPX), 63 + 6 % (ZM241385), 85 * 13 % (Aloxazina), e 70 + 13 % (cafeina)
(Fig. 7 A e C). O efeito da inosina sobre a exsudacéo pleural também foi
completamente (100 %) bloqueado pelo tratamento com os antagonistas (Fig. 7
B).

Para a série de experimentos em que foi verificada a contribuicdo dos
receptores para adenosina, no efeito da inosina, foi escolhida a dose de 10
mg/kg desta, devido os efeitos observados para esta dose nao diferirem
estatisticamente dos observados para as doses maiores e em virtude do

tratamento com inosina ndo apresentar um efeito dependente da dose utilizada.
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Figura 7: Participacdo dos receptores para adenosina, nos efeitos da inosina na contagem
total de leucdcitos (A); extravasamento plasmético (B) e contagem diferencial de leucdcitos (C),
na pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. S: representa 0s animais tratados
com salina (0,9 %); CAR: representa o grupo tratado somente com carragenina (1 %); V:
corresponde ao grupo tratado com carragenina e com veiculo (tween, 5 %) usado para diluir a
inosina (10 mg/kg, i.p.) e antagonistas. DPCPX: antagonista do receptor A;; ZM241385:
antagonista do receptor A,; Aloxazina: antagonista do receptor A,g; Cafeina: antagonista nédo
seletivo para os receptores de inosina. Cada coluna representa a média de 6 - 8 animais. As
linhas verticais, a média = E.P.M. *P < 0,05, **P < 0,01 ***P < 0,001 quando comparado ao
grupo controle veiculo e “P < 0,001 quando comparado com o grupo salina (S). *P < 0,05, P <
0,01, ™ P < 0,001 quando se comparou o grupo inosina e os grupos tratados com antagonistas.
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4.5 Participacao dos receptores A, para adenosina e efeitos do CGS21680,

um agonista seletivo Aza, na inflamagéo pleural

Os dados apresentados na figura 8 demonstraram que o tratamento com
CGS21680 (0,1 mg/kg, i.p.), um agonista com seletividade para o receptor Aza,
reduziu completamente (100 %) a contagem total de leucdcitos no lavado
pleural; a diferencial de neutréfilos e extravasamento plasmatico com inibi¢cdes
de 85+ 9 % e 91 £ 4 %, respectivamente. O pré-tratamento com 0 ZM241385,
0 antagonista seletivo A;a bloqueou os efeitos do CGS21680 sobre o
extravasamento plasmatico em 90 + 6 % e aboliu completamente os efeitos
deste agonista sobre a contagem total e diferencial de neutréfilos (Fig. 8 A e C).
O pré-tratamento com aloxazina, 0 antagonista seletivo Agg, reverteu em 45 + 6
% e 43 £ 6 %, a contagem total de leucdcitos e a exsudacado pleural,
respectivamente (Fig. 8 A e B). A dose utilizada de CGS21680, foi escolhida de
acordo com o descrito na literatura (Impellizzeri et al., 2011). Estes resultados
reforcam as evidéncias de que os receptores A,a € Az medeiam os efeitos da
adenosina e inosina e apresentam um papel importante na modulacdo da

inflamacé&o aguda.
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Figura 8: Participacdo dos receptores A, nos efeitos do CGS21680, na contagem total de
leucécitos (A); extravasamento plasmatico (B) e contagem diferencial de leucécitos (C), na
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos S: representa 0s animais tratados com
salina (0,9 %); V: corresponde ao grupo tratado com carragenina e com veiculo (tween, 5 %),
usado para diluir o CGS21680 e os antagonistas. ZM241385: antagonista do receptor Asa;
Aloxazina: antagonista do receptor A,s. Cada coluna representa a média de 5 animais e as
linhas verticais, a média + E.P.M. *P < 0,01, **P < 0,001 quando comparado ao grupo
controle veiculo e *P < 0,001 quando comparado com o grupo salina (S). *P < 0,05, “P < 0,01,
P < 0,001 quando o grupo CGS21680 foi comparado com 0s grupos tratados com
antagonistas.

4.6 Efeitos da adenosina e inosina sobre os niveis de TNF-a e IL-18 no
exsudato pleural de camundongos

O tratamento com adenosina (100 mg/kg, i.p.) reduziu 50 +2 % e 38 £ 6
%, os niveis de TNF-a e IL-1 B, respectivamente, no exsudato pleural. O pré-
tratamento com DPCPX, ZM241385, aloxazina e cafeina, ndo foi capaz de
reverter os efeitos da adenosina (Fig. 9 Ae C).

Os resultados apresentados na figura 9 C e D ainda demonstram que a

inosina (10 mg/kg, i.p.), administrada por via intraperitoneal, reduziu em 77 £ 7
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% os niveis de TNF-a, sem interferir com os niveis de IL-1B. Os efeitos da
inosina sobre os niveis de TNF-a foi bloqueado pelo pré-tratamento com
ZM241385 e cafeinaem 93 £ 7 e 90 £ 10 %, respectivamente.
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Figura 9: Niveis de TNF-a (A e B) e IL-1B (C e D) em exsudato pleural de camundongos pré-
tratados com os antagonistas de receptores para adenosina e tratados com adenosina (100
mg/kg, i.p.) ou inosina (10 mg/kg, i.p.). S: representa os animais tratados com salina (0,9 %);
CAR: representa o grupo tratado somente com carragenina (1 %); V: corresponde ao grupo
tratado com carragenina e com veiculo (tween, 5 %) usado para diluir a adenosina, inosina e
antagonistas. DPCPX: antagonista do receptor A;; ZM241385: antagonista do receptor Ay,
Aloxazina: antagonista do receptor A,g; Cafeina: antagonista ndo seletivo para os receptores
de adenosina. Cada coluna representa a média de 3 - 5 animais e as linhas verticais, a média +
E.P.M. *P < 0,01, **P < 0,001 quando comparado ao grupo controle veiculo e P < 0,001
quando comparado com o grupo salina (S). *'P < 0,001 quando o grupo inosina ou adenosina
foi comparado aos grupos tratados com antagonistas.

4.7 Avaliacéo do efeito sinérgico entre a adenosina e inosina

Para verificar se a inosina contribui com os efeitos da adenosina
observados neste trabalho, foi realizado um cotratamento com adenosina (0,3
mg/kg, i.p.) e inosina (1,0 mg/kg, i.p.). Estas doses foram escolhidas, pois néo
apresentaram efeitos sobre a inflamagdo induzida pela carragenina. Os
resultados demonstraram que o cotratamento reduziu a contagem total de
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leucocitos e diferencial de neutrofilos em 56 + 6 % e 56 + 4 %,
respectivamente, sem interferir com a contagem de mononucleares (Fig. 10 A e

B). Estes resultados sugerem que ha um efeito sinérgico entre as duas purinas.
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Figura 10: Efeito sinérgico do pré-tratamento com adenosina e inosina, na contagem total de
leucocitos, extravasamento plasmatico (A) e contagem diferencial de leucdcitos (B), na
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. S: representa 0s animais tratados com
salina (0,9 %); CAR: representa o grupo tratado somente com carragenina (1 %); V:
corresponde ao grupo tratado com carragenina e com veiculo (tween, 5 %), usado para diluir
as purinas; Ino + Ado: representa o grupo que recebeu o cotratamento. Cada coluna representa
a média de 6 -10 animais e as linhas verticais, o E.P.M. ***P < 0,001 quando comparado ao
grupo controle veiculo e *P < 0,001 quando comparado com o grupo salina (S).
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4.8 Estudo do metabolismo da adenosina em inosina

4.8.1 Avaliacdo do metabolismo da adenosina em inosina através da
administracdo do EHNA e determinacéo da atividade da adenosina deaminase

Para este estudo foi utilizado um inibidor da adenosina deaminase, o
EHNA (5 mg/kg, i.p.). O tratamento somente com EHNA reduziu a atividade da
enzima adenosina deaminase com inibicdo de 63 = 1 %, em comparacdo com
0 grupo controle, sem apresentar efeitos significativos sobre a contagem de
leucdcitos (Fig. 11 A e B).

Com a finalidade de estudar o metabolismo da adenosina em inosina, o
EHNA foi administrado 30 min antes da adenosina ou inosina. Observou-se
que em animais tratados com adenosina (10 mg/kg, i.p.), o0 EHNA inibiu a
adenosina deaminase em 61 = 1 %. Com esta inibicdo é possivel sugerir que a
formacdo de inosina foi reduzida. Apesar desta reducdo, ndo houve inibicdo no
efeito da adenosina sobre a contagem leucocitaria, que permaneceu idéntica
ao do grupo tratado somente com adenosina, com inibicdes de 60 = 2 % (para
0 grupo que recebeu o tratamento com EHNA e adenosina) e 50 + 3 % (para o
grupo que tratado somente com adenosina). Se o efeito da adenosina fosse
dependente do seu metabolismo em inosina, a0 menos parcialmente, o efeito
da adenosina seria reduzido, o que néo foi observado (Fig. 11 A).

Em adicdo, o pré-tratamento com EHNA e posteriormente com inosina
inibiu a atividade enzimatica em 63 £ 3 % e blogueou em 63 + 7 % o efeito da
inosina (10 mg/kg, i.p.) sobre a contagem leucocitaria, em comparagdo ao
grupo tratado somente com inosina. Este dado sugere que, nos experimentos
realizados, parece estar ocorrendo uma conversao de inosina em adenosina e
gue aparentemente, ao contrario do que se esperava, neste modelo
experimental os efeitos da inosina sdo dependentes da adenosina (Fig. 11 A e
B).
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Figura 11: Efeito do pré-tratamento com EHNA sobre o metabolismo da adenosina em inosina,
no modelo de pleurisia em camundongos (A) contagem total de leucdcitos e (B) atividade da
enzima adenosina deaminase. S: representa 0s animais tratados com salina 0,9 %; V:
corresponde ao grupo tratado com carragenina e com veiculo (tween, 5 %), usado para diluir o
EHNA, adenosina e inosina; EHNA: corresponde ao grupo tratado com EHNA (5 mg/kg, i.p.);
EHNA + Ado ou EHNA + Ino: correpondem aos grupos pré-tratados com EHNA e purinas;
Adenosina ou Inosina: representa o grupo tratado somente com adenosina (10 mg/kg, i.p.) ou
inosina (10 mg/kg, i.p.). Cada coluna representa a média de 5 animais e as linhas verticais, 0
E.P.M. *P < 0,05, **P < 0,01,**P < 0,001 quando comparado ao grupo controle veiculo e P <
0,001 quando comparado com o grupo salina (S) e ""P<0,01, quando comparado ao grupo
tratado com EHNA e adenosina ou inosina.



45

4.8.2 Estudo do metabolismo da adenosina através da determinacdo dos
niveis plasméticos de adenosina, inosina, xantina e acido Urico, por
cromatografia de alta performance com detector de arranjo diodo (CLAE-
DAD)

A figura 12 demonstra o cromatograma com identificacdo dos picos
referentes aos padrdes de acido Urico, xantina, inosina, adenosina e cafeina
(utilizada como padréo interno do método) (Fig. 12 A). Todos os padrdes foram
separados em uma corrida de 16 min e a identificacdo dos picos de cada um,
bem como a sua pureza, foi confirmada comparando o tempo de retencéo e

espectro de absorc¢ao ultravioleta (UV) dos mesmos.
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Figura.12: Cromatograma dos padr6es para adenosina, inosina, xantina e acido Udrico. A
cafeina foi utilizada como controle interno do método. Os cromatogramas foram obtidos em 250
nm e registrados em mili unidade de absorbancia por segundo (mAU).

Os resultados descritos na figura 13 demonstraram que as curvas de
calibracdo apresentaram uma linearidade (R* em torno de 0,99) entre os
diferentes pontos. Estas curvas apresentam pontos que correspondem as
diferentes concentracfes de adenosina e inosina que variaram de 1,125 pM a
40 pM. Em adicéo, para a xantina e acido Urico estas concentracdes variaram
de 3,125 pM a 100 pM. Estas curvas foram utilizadas para interpolacdo dos
dados obtidos no cromatograma, para posterior determinacdo das
concentracbes da adenosina e seus metabdlitos no plasma sanguineo de
camundongos controles (inflamados), tratados somente com carragenina e do

grupo tratado com adenosina.
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Figura 13: Curvas de calibragdo para detecgdo e quantificacdo sérica da adenosina, inosina,
xantina e &cido urico.

A figura 14 demonstra que 0s espectros de UV para a adenosina,
inosina, xantina, acido Uurico e cafeina, sdo caracteristicos para cada
nucleosideo e confirmam os picos e pureza dos padrdes identificados nos

cromatogramas.
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Figura 14: Espectro de absor¢do UV, obtidos dos cromatogramas para (A) adenosina; (B)
inosina; (C) xantina; (D) acido Urico e (E) cafeina.

As figuras 15 (A - D) mostram as concentracfes plasmaticas de
adenosina e seus metabdlitos de acordo com o tempo. Foi possivel observar
que a administracdo de carragenina promoveu uma elevagdo nos niveis de
adenosina e seus metabdlitos que atingiu um pico em 1 hora e manteve-se
elevada até a quarta hora. Além disso, o resultado nos mostra claramente que
houve um aumento significativo dos niveis de &cido Urico e xantina em relacao
aos niveis de adenosina e inosina, que ndo diferiram entre si (Fig. 15 A e C).

As figuras 15 B e D, demonstraram que 30 min apds o tratamento com
adenosina (100 mg/kg, i.p.) ocorreu um aumento nas concentracdoes de
adenosina, inosina, xantina e acido drico, observando-se que a concentracao
de xantina atingiu seu pico neste momento (6,23 pM) e foi reduzida até sexta
hora. As concentracdes de adenosina, inosina e acido Urico atingiram o pico
em 1 h e ficaram respectivamente em 0,72, 0,56 e 13,98 pM. Estas
concentracbes foram reduzidas gradativamente com o passar do tempo, em
atée 6 horas, o que estaria provavelmente envolvendo o metabolismo e
excrecdo das mesmas. E importante ressaltar que apds o tratamento com
adenosina, concentragfes plasmaticas de adenosina e inosina ndo diferiram

entre si durante o periodo avaliado.
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Figura 15: ConcentragBes séricas de adenosina, inosina, xantina e &cido Urico durante a
inflamacéo pleural aguda. Os graficos A e C correspondem ao grupo controle inflamado néo
tratado com adenosina; os graficos B e D correspondem aos grupos pré-tratados com
adenosina e posteriormente (30 min. apds) com carragenina. Cada ponto representa a média +
E.P.M de 3 — 5 animais. **P < 0,01, **P < 0,001 quando comparado ao grupo adenosina.
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4.9 Efeitos da adenosina sobre a asma induzida pela ovoalbumina, em
camundongos

Os resultados apresentados na figura 16 demonstram que tratamento
com adenosina (1,0 — 100 mg/kg, i.p.), ndo alterou a contagem total ou
diferencial de leucdcitos no lavado broncoalveolar dos animais desafiados com
OVA.
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Figura 16: Efeitos da adenosina na contagem total (A) e diferencial de ,macréfagos, linfécitos,
eosindfilos e neutréfilos (A), presentes no LBA de camundongos sensibilizados e
broncoprovocados com OVA. O grupo B, representa o grupo basal ndo sensibilizado ou
desafiado; o grupo OVA corresponde ao grupo sensibilizado e desafiado com OVA, as doses
de 1,0 — 100 mg/kg correspondem ao grupo tratado com adenosina. Cada coluna representa a
média de 5 animais e as linhas verticais, o E.P.M. ***P < 0,001 quando comparado ao grupo
controle OVA, tratado com veiculo (tween 5%) e P < 0,001 quando comparado com 0 grupo
salina (S).
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4.10 Efeitos da inosina sobre a asma induzida pela ovoalbumina em
camundongos

Os resultados apresentados na figura 17 demonstram que tratamento
com inosina (0,001 — 100 mg/kg, i.p.), reduziu completamente a contagem total
de leucocitos no lavado broncoalveolar dos animais desafiados com OVA, com
na dose de 1 mg/kg e Dlsg de 0,094 (0,023 - 0,37) mg/kg. Além disso, a
administracdo de inosina também reduziu completamente a contagem de
macréfagos no BALF e a contagem de linfécitos e eosinofilos com inibigcdes de
92 + 3% e 97 = 2%, respectivamente. A quantidade de neutréfilos foi
equivalente a menos de 6 % dos leucdcitos encontrados no LBA e o tratamento

com inosina néo alterou sua contagem.
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Figure 17: Efeitos da inosina na contagem total de células (A); macrofagos (B) e linfocitos,
eosindfilos e neutréfilos (C), presentes no LBA de camundongos sensibilizados e
broncoprovocados com OVA. O grupo B, representa o grupo basal ndo sensibilizado ou
desafiado; o grupo OVA corresponde ao grupo sensibilizado e desafiado com OVA, as doses
de 0,001 — 100 mg/kg correspondem ao grupo tratado com inosina. Cada coluna representa a
média de 5 animais e as linhas verticais, o E.P.M. ***P < 0,001 quando comparado ao grupo
controle OVA, tratado com veiculo (tween 5%) e P < 0,001 quando comparado com 0 grupo
salina (S).
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4.11 Efeitos da inosina sobre a contagem de leucdcitos sanguineos e

medula 6ssea

Os resultados apresentados na figura 18 revelam que nos animais
sensibilizados e desafiados com OVA, houve um aumento no numero de
leucdcitos sanguineos que foi reduzido pelo tratamento com inosina em 32 £ 12
%, somente na dose de 1 mg/kg. A administracdo de inosina, na dose de 1
mg/kg ndo s6 reduziu a contagem sanguinea de leucécitos, como também
promoveu um aumento na contagem leucocitaria da medula éssea (Fig. 18 A e
B). A inosina administrada nas demais doses (0,001; 0,01, 10 e 100 mg/kg, i.p.)

nao alterou a contagem leucocitaria circulante ou na medula éssea.
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Figura 18: Efeitos do tratamento com inosina na contagem leucocitaria sanguinea periférica
(A) e na medula 6ssea (B). O grupo B, representa o grupo basal ndo sensibilizado ou
desafiado; o grupo OVA corresponde ao grupo sensibilizado e desafiado com OVA, as doses
de 0,001 — 100 mg/kg correspondem ao grupo tratado com inosina. Cada coluna representa a
média de 5 animais e as barras verticais, o E.P.M. *P < 0,05, **P < 0,01, **P < 0,001 quando
comparado ao grupo controle OVA, tratado com veiculo (tween 5%) e P < 0,001 quando
comparado com o grupo basal (B).
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4.12 Envolvimento dos receptores para adenosina no efeito da inosina,
sobre a inflamagcdo alérgica pulmonar, induzida pela OVA, em

camundongos

4.12.1 Avaliagdo no LBA

A figura 19 demonstra que de acordo com experimentos anteriores, a
inosina na dose de 10 mg/kg, administrada por via intraperitoneal, reduziu
completamente a contagem de leucécitos no LBA. O pré-tratamento com
ZM241385 ou com cafeina, 30 min antes da administracdo de inosina (10
mg/kg, i.p.), bloquearam o seu efeito sobre a contagem de leucdcitos no LBA
em 66 + 8% e 86 + 8%, respectivamente. Além disso, o pré-tratamento com
DPCPX (2,5 mg/kg, i.p.) e com aloxazina (5 mg/kg, i.p.), ndo interferiu no efeito
da inosina nas contagens total e diferencial no LBA (Fig. 19 A - C).

Em relacdo a contagem diferencial de leucdcitos, foi observado que o
ZM241385 e a cafeina reverteram o efeito inibitério da inosina sobre a
contagem de macrofagos no LBA. A contagem de linfocitos foi adicionalmente

revertida pela cafeina (Fig. 19 B e C).
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Figura. 19: Efeitos do pré-tratamento com os antagonistas da adenosina e com a inosina na
contagem total de leucécitos (A); contagem diferencial de macrofagos (B) e contagem
diferencial de linfdcitos, eosindéfilos e neutréfilos (C), no LBA. O grupo B representa o grupo
basal ndo desafiado ou broncoprovocado; o grupo OVA corresponde ao grupo sensibilizado e
desafiado com OVA; o grupo veiculo corresponde ao grupo veiculo (tween, 5 %) usado para
diluir a inosina e antagonistas. DPCPX: antagonista do receptor A;; ZM241385: antagonista do
receptor A,,; Aloxazina: antagonista do receptor A,g; Cafeina: antagonista ndo seletivo para os
receptores de inosina. Cada coluna representa a média de 6 -10 animais e as linhas verticais, o
E.P.M. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 quando comparado ao grupo controle veiculo e #P <
0,001 guando comparado com o grupo basal (B). +P < 0,05, ++P < 0,01, +++P < 0,001 quando
0 grupo inosina for comparado aos grupos tratados com antagonistas.

4.12.2 Avaliacdo da participacdo dos receptores para adenosina através
da histologia de pulmé&o de camundongos corados com hematoxilina e

eosina

A analise do tecido pulmonar corado com hematoxilina e eosina (Fig. 20)
revelou que as areas peribronquial e perivascular, dos animais alérgicos, ou
seja, sensibilizados e desafiados com OVA ou tratados com o veiculo,
apresentaram um grande numero de leucécitos (Fig. 20 B). O tratamento com
inosina reduziu significativamente a infiltragdo leucocitaria nestas regibes, de

forma similar ao grupo basal (Fig. 20 A e H). Como o descrito na analise do
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LBA, o pré-tratamento com ZM241385 ou cafeina reverteram completamente o
efeito da inosina sobre a migracdo de leucdcitos para os pulmdes, enquanto o
pré-tratamento com DPCPX ou aloxazina ndo interferiu com os efeitos da
mesma. Outro parametro observado nos cortes histolégicos foi a hipertrofia do
epitélio brébnquico nos animais alérgicos (Fig. 20 B) que foi reduzida com a
administracdo de inosina. Este efeito também foi revertido com o pré-
tratamento com ZM241385, cafeina e adicionalmente com DPCPX (Fig. 20 D,
E,Gel).
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Figura 20: Efeitos da inosina sobre as mudancas histopatolégicas do tecido pulmonar de
animais alérgicos. Os tecidos foram corados com hematoxilina e eosina. (A) grupo basal ndo
sensibilizado ou desafiado com OVA; (B) grupo alérgico: sensibilizado e desafiado com OVA,;
(C) grupo alérgico desafiado e tratado com veiculo (tween, 5%), utilizado para diluir a inosina e
antagonistas; (D a G) grupo alérgico pré-tratado com os antagonistas DPCPX, ZM241385,
aloxazina, cafeina e tratados com inosina (10 mg/kg); (H) grupo alérgico tratado com inosina;
() hiperproliferacéo epitelial. Os dados estéo representados por média + E.P.M. Em cada grupo
foi utilizado 5 animais. *P < 0,05, **P < 0,001 quando comparado ao grupo controle veiculo e
P < 0,001 quando comparado com o grupo basal (B).

4.12.3 Avaliacdo da participacdo dos receptores para adenosina na
migracdo de mastocitos através de cortes histoléogicos de pulméo,

corados com azul de toluidina

As andlises dos cortes histolégicos de tecido pulmonares, corados com

azul de toluidina, demonstraram a presenca de mastocitos nas areas
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peribroquial e perivascular, no grupo sensibilizado e desafiado com OVA, o que
nao foi observado no grupo basal (Fig. 21 A e B). O tratamento com inosina
reduziu significativamente a contagem de mastdcitos (Fig. 21 H). Este efeito foi
revertido pelo pré-tratamento com ZM241385, aloxazina e cafeina, porém nao
foi alterada pela administracdo com DPCPX (Fig. 21 D,E, F e G).
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Figura 21: Efeitos da inosina sobre a migracdo de mastécitos para as vias aéreas de animais
sensibilizados e broncoprovocados. Os tecidos foram corados com azul de toluidina. (A) grupo
basal ndo sensibilizado ou desafiado com OVA; (B) grupo alérgico: sensibilizado e desafiado
com OVA; (C) grupo alérgico desafiado e tratado com veiculo (tween, 5%), utilizado para diluir
a inosina e antagonistas; (D a G) grupo alérgico pré-tratado com os antagonistas DPCPX,
ZM241385, aloxazina, cafeina e tratados com inosina (10 mg/kg); (H) grupo alérgico tratado
com inosina; (I) contagem de mastdcitos. As imagens foram obtidas com aumento de 100x Os
dados estdo representados por média + E.P.M. Em cada grupo foi utilizado 5 animais. **P <
0,01, ***P < 0,001 quando comparado ao grupo controle veiculo; “P < 0,001 quando comparado
com o grupo basal (B) e "P<0,05, ""P<0,01, """P<0,001 quando o grupo inosina foi comparado
com 0s grupos pré-tratados com antagonistas.
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4.12.4 Participacdo dos receptores para adenosina e efeitos da inosina na

liberagao “ex vivo” de IL-4 e IL-5

A figura 22 demonstra um aumento significativo nos niveis de IL-4 e IL-5,
nos sobrenadantes de cultura de tecido pulmonar dos animais alérgicos. O
tratamento com inosina reduziu os niveis de IL-4 em 81 + 8% e totalmente os
niveis de IL-5. Os resultados mostraram ainda, que somente o pré-tratamento
com cafeina, um antagonista ndo-seletivo, reverteu de forma significativa os
efeitos da inosina com relagédo aos niveis de IL- 4 e IL- 5em 96 + 3% e 78 +

8%, respectivamente.
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Figura 22: Envolvimento dos receptores para adenosina nos efeitos da inosina sobre os niveis

de IL-4 e IL-5, em cultura de tecido pulmonar. O grupo B, representa o grupo basal nao
desafiado ou broncoprovocado; o grupo OVA corresponde ao grupo sensibilizado e desafiado
com OVA; o grupo V corresponde ao grupo veiculo (tween, 5 %) usado para diluir a inosina e
antagonistas. DPCPX: antagonista do receptor A;; ZM241385: antagonista do receptor Aoa;
Aloxazina: antagonista do receptor A,g; Cafeina: antagonista ndo seletivo para os receptores
de inosina. Cada coluna representa a média de 4-5 animais e as linhas verticais, o E.P.M. ***P
< 0,001 quando comparado ao grupo controle veiculo e P < 0,001 quando comparado com o
grupo basal (B). *"'P < 0,001 quando o grupo inosina for comparado aos grupos tratados com
antagonistas.

4.12.5 Participacdo dos receptores A,n no efeito da inosina sobre a
responsividade das vias aéreas, avaliados no modelo de mecéanica

pulmonar, “in vivo”.

A figura 23 demonstra o efeito da inosina sobre responsividade pulmonar
a metacolina, “in vivo”. Os dados revelaram que, com relacdo a resisténcia
pulmonar, ndao houve diferenca significativa entre os grupos naive e OVA
frente ao desafio com metacolina, na concentracdo de 100 mg/ml (Fig. 23 A).

Contudo, o desafio com metacolina, na mesma dose, promoveu um aumento
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significativo da elastancia pulmonar no grupo alérgico (Fig. 23 B). O tratamento
com inosina reduziu a elastancia em 100 %, sendo que o pré-tratamento com
ZM241385 reverteu em 79 + 4 % este efeito inibitorio. Além disso, € importante
mencionar que o tratamento somente com ZM241385, na mesma dose

utilizada para o pré-tratamento com inosina, ndo apresentou efeito “per se”.

Naive
A mEE OVA
ZM241385 (1,5 mg/kg, i.p.)
1 ZM241385 + Inosina 10 mg/kg, i.p.
Inosina (10 mg/kg, i.p.)

)

Resistancia (cmH20.s/mL
—

Mch 100

[y
(=]
g

©
?

fo)
9

N
9

N
?

Elastancia (cmH20/mL)

o

Basal PBS Mch 100

Figura 23: Envolvimento do receptor A,, no efeito da inosina sobre a responsividade das vias
aéreas, “in vivo”. O grupo basal corresponde ao grupo néo sensibilizado ou desafiado para
avaliacdo da mecanica pulmonar; o grupo PBS corresponde a um grupo ndo alérgico,
desafiado por via inalatéria somente com PBS, para avaliagdo da mecénica pulmonar; o grupo
Mch 100, corresponde ao grupo desafiado por via inalatéria com metacolina 100 mg/ml, para
avaliacdo da mecénica pulmonar. Cada coluna representa a média de 4-5 animais e as linhas
verticais, 0 E.P.M. *P < 0,05 quando comparado ao grupo controle veiculo e “P < 0,01 quando
comparado com o grupo basal (B). "P < 0,05 quando o grupo inosina for comparado ao grupo
tratado com ZM241385.
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5 DISCUSSAO

5.1 Adenosina e inosina na inflamacéo aguda pleural e seu metabolismo

7

A inflamacdo é um processo complexo, que envolve varios eventos
entre eles a vasodilatagcdo, extravasamento plasmatico, a migracdo de
leucdcitos que inicialmente € caracterizada por neutrofilos e posteriormente por
mononucleares, além da liberacdo de mediadores pré-inflamatérios que
orquestram as mudancas temporais deste processo e podem conduzir a sua
resolucao (Moore, 2003; Gilroy et al., 2004; Moore et al., 2010).

Existem varios modelos experimentais que possuem a funcdo de
investigar as diferentes vias de sinalizacdo que participam do processo
inflamatério e também novas terapias para o tratamento das doencas
inflamatorias (Moore et al., 2010). Neste contexto, estdo os modelos de
inflamacédo em que a mesma € induzida em uma cavidade, como 0os modelos
de bolsa de ar, peritonite e pleurisia (Moore et al., 2010).

Alguns trabalhos demonstram que a injec&o intrapleural de carragenina
promove a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios, incluindo a histamina,
bradicinina, substancia P, prostaglandinas e citocinas pro-inflamatérias como
IL-18 e TNF-a. Estes mediadores promovem o extravasamento plasmatico que
contribui com a formacao do exsudato pleural e migracdo de leucdctios, que
atingem um pico, 4 h apés a administracdo do agente flogistico (Tomlinson et
al., 1994; Saleh et al., 1996; Frode e Medeiros, 2001; Menegazzi et al., 2008).

Os resultados obtidos neste estudo confirmam os dados da literatura e
demonstram que a administracdo de adenosina e inosina inibiu, de forma
significativa, os principais eventos do processo inflamatério agudo, incluindo
influxo de leucdcitos (migragéo), principalmente de neutréfilos, a formacéo do
exsudato pleural e reduziu os niveis de TNF-a. Estes dados indicam que a
adenosina e inosina possuem um papel importante no controle do processo
inflamatorio agudo.

De acordo, alguns estudos mostram que ambas as purinas possuem
uma acdo anti-inflamatéria, muitas vezes descrita como protetora tecidual,
representada por reducdo da migracao leucocitaria e formacédo do edema, em
modelos experimentais de lesdo pulmonar aguda, doenca inflamatdria intestinal

(Liaudet et al., 2002; Eltzschig e Carmeliet, 2011), isquemia e reperfusdo
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intestinal e renal (Modis et al., 2009; Eltzschig e Eckle, 2011), entre outros.

No contexto do processo inflamatério, os efeitos da adenosina e
inosina parecem depender principalmente da ativacdo dos receptores Aj, Aza,
Az e Az para adenosina (Hasko et al., 2008).

Especula-se que o receptor Aza Seja 0 mais envolvido nos efeitos anti-
inflamat6rios de ambas as purinas. Estudos mostraram que a adenosina
através do receptor Ay, promoveu efeitos inibitorios sobre a funcao neutrofilica
(Kaufmann et al., 2007), incluindo reducdo da formacdo de espécies reativas
de oxigénio (Revan et al., 1996), producdo de citocinas pro-inflamatorias e
guemocinas, incluindo TNF-a, proteina inflamatéria de macrofagos (MIP) -1a,
MIP-1B, MIP-2a e MIP-3a (Mccoll et al., 2006) e reducdo da adeséo neutrofilica
ao endotélio vascular (Sullivan et al., 2004).

Nossos resultados estdo de acordo com o proposto na literatura e
sugerem fortemente a participagdo do receptor Aza, nos efeitos anti-
inflamatérios da adenosina na inflamacao pleural, induzida pela carragenina,
uma vez que o seu efeito foi revertido totalmente pelo pré-tratamento com
ZM241385, um antagonista especifico deste receptor. Em adi¢céo, os resultados
demonstraram que 0 mesmo ocorreu com a inosina, sendo que os dados
obtidos evidenciam que a acéo desta purina foi mediada adicionalmente pelos
receptores A; e Azp.

De fato, alguns trabalhos descrevem que a ativacdo do receptor Aza
esta possivelmente envolvida nos efeitos da inosina. Recentemente, foi
descrito que a delecdo dos receptores Aya € Az aboliu o efeito inibitério da
inosina sobre a apoptose de hepatdcitos e dano tecidual, no modelo de leséo
hepatica, induzida por ConA. Ainda, no modelo de endotoxemia induzida por
LPS, o efeito inibitério da inosina sobre a liberacdo sistémica de TNF-a foi
dependente destes dois receptores (Gomez e Sitkovsky, 2003).

No presente trabalho, o tratamento com inosina também reduziu de
forma significativa os niveis de TNF-a em exsudatos pleurais, na inflamagao
aguda, com envolvimento do receptor A;a. Apesar de a adenosina apresentar
uma acéo similar, reduzindo os niveis de TNF- a e IL-1B, na cavidade pleural,
nenhum dos antagonistas utilizados reverteu o seu efeito inibitorio, permitindo-
Nnos sugerir que 0s receptores para adenosina, ao contrario do que € descrito,
parecem nédo estarem envolvidos neste efeito.

Os mecanismos envolvidos no efeito inibitério das purinas sobre a
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liberacdo das citocinas em questdo ndo foi realizado, porém um estudo
realizado por Haské e cols. (2000) descreve que este efeito envolve um
mecanismo pos-transcripcional, acionado ap0s a ativacao dos receptores A; e
Az, pela inosina, em macrofagos estimulados por LPS, uma vez que apesar da
inibicdo da producéo de TNF-q, IL-1, IL-12, MIP -1a e INF-y, o tratamento com
inosina ndo modificou a expressao dos RNAm destas citocinas, nem inibiu as
quinases envolvidas na sua expressao, incluindo a p38, JNK (“Jun N-terminal
kinase”) e p42/44.

Os dados obtidos neste trabalho ainda revelam que o pré-tratamento,
com ZM241385, reverteu a acao do CGS21680, um agonista seletivo para o
receptor A,a, sobre a migracdo neutrofilica para a cavidade pleural e nos
permitiu confirmar o envolvimento do receptor Aza, nos efeitos anti-inflamatorios
descritos para a adenosina e inosina, ho modelo de pleurisia. Em adicéo,
estudos mostram que apesar da alta seletividade pelo receptor Aja, O
CGS21680 possui baixa afinidade pelo receptor Az (Ralevic e Burnstock,
1998; Fredholm et al., 2011). Dessa forma, atribuimos a este fato a reversao
parcial de efeitos, observada apds o tratamento com aloxazina, um antagonista
seletivo Agg.

Recentemente, foi demonstrado que em situacdes onde ha queda da
disponibilidade de oxigénio tecidual, como na hip6xia, ocorre um aumento na
expressao dos receptores Azg, dependente do fator induzido por hipoxia (HIF) -
1 (Eckle et al., 2008).

Especula-se que este aumento de expressao esteja relacionado com o
controle do processo inflamatério. Foi descrito que a auséncia deste receptor
aumentou o extravasamento plasmatico em animais submetidos a hipoxia e
promoveu aumento dos niveis sistémicos de TNF-a e expressdo de moléculas
de adesdo como ICAM-1 e P-selectina, em animais endotoxémicos (Eckle et
al., 2008). Outro estudo mostrou que a ativacao do receptor A,g, reduziu a
inflamagao, edema pulmonar e o “clearance” do fluido alveolar, em modelos de
lesdo pulmonar induzida por ventilagdo e lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS (Eckle et al., 2008).

Os resultados obtidos corroboram com o descrito acima e mostram que
o pré-tratamento com aloxazina reverteu os efeitos da adenosina e inosina
sobre a migracdo de neutrofilos para a cavidade pleural. Em adicéo, foi

observado que o0s receptores Ays estdo claramente envolvidos na acéo
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inibitdria de ambas as purinas sobre a formacédo do exsudato pleural, sendo a
aloxazina, o antagonista que mais reverteu 0 extravasamento plasmatico.

De fato, estudos recentes mostraram que 0s receptores Ayg foram
responsaveis pelo aumento da barreira endotelial. Especula-se que tal
mecanismo envolva apés a ativacao do receptor A,g, elevacao intracelular dos
niveis de AMPc, ativacdo de PKA e consequente fosforilacdo da fosfoproteina
estimulada por vasodilatador (VASP — “vasodilator-stimulated phosphoprotein”);
uma proteina responsavel pelo controle da geometria dos filamentos de actina
e miosina. A ativacdo da VASP, promoveria alteracdes na conformacédo do
complexo juncional entre as células endoteliais e consequente elevacdo da
coesao entre as células, reduzindo o extravasamento plasmatico (Comerford et
al., 2002; Eltzschig et al., 2003). Analisando em conjunto estas afirmacdes e
nossos dados, podemos sugerir que a ativacdo dos receptores Azg pela
adenosina e inosina, com posterior ativacdo da VASP, foram capazes de
aumentar a barreira endotelial, reduzindo o extravasamento plasméatico e
consequentemente a formacao do exsudato pleural.

Os receptores A; parecem possuir pouco envolvimento no controle do
processo inflamatério em comparacdo aos receptores A,p € Azx. A este
receptor estéo atribuidos os efeitos da adenosina e em menor grau, da inosina,
sobre a ativacdo neural e sistema cardiovascular, devido sua grande expressao
nestes sistemas (Polosa, 2002; Livingston et al.,, 2004). Dessa forma, o
receptor A; esta envolvido na modulacdo da nocicepcdo (Nascimento et al.,
2010), memoria (Lu et al.), regulacdo do sono (Methippara et al., 2005) e
eventos cardiovasculares (Wilbur e Marchlinski, 1997; Albrecht-Kupper et al.;
Fieger e Wong; 2012; Tendera et al., 2012).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o DPCPX, um
antagonista seletivo A;, reverteu parcialmente os efeitos da inosina sobre a
contagem de leucécitos e sobre a exsudacdo, porém o mesmo nédo foi
observado para a adenosina. Tal efeito pode estar relacionado ao fato da
inosina ser considerada um agonista parcial deste receptor (Jin et al., 1997;
Fredholm et al., 2011). Evidéncias adicionais ainda relacionam a ativagdo do
receptor A; com a reducdo da transmigracdo de leucécitos em um modelo de
lesdo aguda pulmonar, induzida por LPS (Ngamsri et al., 2010) e no controle da
inflamacé&o pleural, induzida por carragenina em ratos, reduzindo migracao de

neutrofilos e exsudacao pleural (Schrier et al., 1990).
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Tem sido descrito que os receptores Az, estdo ligado ao controle da
resposta inflamatoria alérgica, na ativacdo de eosindéfilos e principalmente
mastocitos (Livingston et al., 2004; Hasko et al.,, 2008). Levando-se em
consideracdo que na inflamacdo aguda pleural, ocorre uma migracéo
consideravel de neutréfilos, 4 h apdés a injecdo de carragenina, nao
acreditamos que ocorra o0 envolvimento deste receptor nos efeitos observados
para a adenosina e inosina, na inflamacgéo pleural.

Em algumas situacdes, onde ha estresse metabdlico, devido a intensa
atividade celular ou dano tecidual, como ocorre na isquemia, hipoxia,
inflamacédo e trauma, foi observado que tanto os niveis de adenosina quanto de
inosina estdo elevados (Linden, 2001; Eltzschig et al., 2003; Hasko et al., 2008;
Eltzschig, 2009). Acredita-se que, em tecidos normais, a concentracdo
extracelular de adenosina figue em torno de 1 pM, enquanto em tecidos
iIsquémicos esta concentracao pode ser maior que 100 uM (Hasko e Cronstein,
2004). O mesmo ocorre com a inosina, cuja concentragdo em tecidos
isquémicos pode ficar entre 1 - 3 mM (Garcia Soriano et al., 2001).

De acordo, no presente estudo foi possivel observar através da analise
do CLAE, que ap0s a administracdo de carragenina, ocorreu uma elevagao nos
niveis séricos de adenosina e inosina, que atingiu o pico 1 hora ap6s a injecao
do agente flogistico com concentracdes descritas anteriormente, de 0,41 e 0,40
pM, o mesmo foi verificado com relacdo aos metabdlitos xantina e &cido Urico.
Além disso, ap0s o tratamento com adenosina e inosina, niveis ainda maiores
foram detectados principalmente para ambas as purinas.

Estas elevacdes, nos niveis das purinas, podem supostamente, estar
relacionadas ao aumento de expresséao da NTPase (CD 39) e ectonucleotidase
(CD73), que sédo as enzimas responsaveis pela degradacdo do ATP em
adenosina (Eltzschig et al., 2003). Assim que é gerada, a adenosina pode ser
degradada a inosina ou ser recaptada para o meio intracelular pelos
transportadores de equilibrio (ENT — “equilibrative nucleoside transporter”) -1 e
ENT-2 (Loffler et al., 2007; Eltzschig, 2009). Na hipoxia ou durante o processo
inflamatorio, foi demonstrado que o ENT-2 e a adenosina quinase, que
converte a adenosina em AMP, apresentaram sua expressdo reduzida,
promovendo um acumulo de adenosina tecidual (Loffler et al., 2007). Nestas
situacbes, a adenosina € rapidamente convertida a inosina, pela enzima

adenosina deaminase, que durante a inflamacg&o possui expressao aumentada
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em leucdcitos ativados e no endotélio vascular (Eltzschig et al., 2006; Spicuzza
et al., 2006).

Devido diversas evidéncias indicarem que a inosina apresenta efeitos
modulatérios sobre o processo inflamatorio de maneira semelhante a
adenosina, inclusive ligando-se nos mesmos receptores, e tendo em vista que
esta Ultima apresenta um rapido metabolismo, supomos que poderia haver um
efeito sinérgico entre as duas purinas.

Analisando em conjunto o0s resultados que demonstraram que a
adenosina e inosina, quando coadministradas em doses sub-efetivas (que néo
interferiram sobre o processo inflamatorio agudo pleural), foram capazes de
reduzir significativamente a inflamacéo pleural e os dados obtidos através do
CLAE, podemos admitir um sinergismo de efeitos entre as duas purinas. Esta
evidéncia é ainda sustentada, pelo fato de nossos resultados mostrarem que
ambas interagem com 0s mesmos receptores.

Os resultados obtidos através da andlise por CLAE reforcaram a
hipétese de sinergismo, tendo em vista que 30 min apds o tratamento com
adenosina, ou seja, no momento em que a pleurisia foi induzida, as
concentracbes de ambas as purinas estavam elevadas e muito semelhantes.
Em adicdo, foi possivel observar que assim como no grupo inflamado, nos
tratados com adenosina, as concentracfes de adenosina e inosina atingiram o
pico 1 hora ap0s a injecdo de carragenina e retornando aos niveis basais 6
horas apés.

Considerando os dados que indicam o sinergismo entre as purinas, 0
metabolismo da adenosina em inosina foi avaliado adicionalmente através da
administracdo de EHNA, um inibidor da adenosina deaminase, a enzima que
converte adenosina em inosina (Fig. 11).

Observando-se que a adenosina apresenta um rapido metabolismo, &
racional consideramos que talvez a inosina seja a grande responsavel pelos
seus efeitos. Porém, nossos resultados mostraram gque mesmo ocorrendo a
inibicdo da adenosina desaminase, ndo houve a reversao dos efeitos anti-
inflamatorios da adenosina, sugerindo que a acao anti-inflamatéria da
adenosina nao foi dependente da inosina. Estes dados foram confirmados
adicionalmente, pelos obtidos com as andlises por CLAE, que nos mostraram
qgue durante todo periodo do processo inflamatério, ambas as purinas estavam

presentes.
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Em adicdo, os resultados demonstraram que o pré-tratamento com
EHNA reverteu o efeito da inosina sobre a contagem leucocitaria, levando-nos
a considerar que talvez o efeito da inosina administrada farmacologicamente,
seja dependente da sua conversdo em adenosina, o que ndo esta claramente
descrito na literatura.

Acreditamos que o0s resultados obtidos refletram o que foi
demonstrado em alguns estudos, que enfatizam a intensa ativagao celular,
producdo e quebra do ATP, devido aumento da expressdo das nucleotidases
durante a inflamacéo (Polosa, 2002; Eltzschig et al., 2003; Eltzschig et al.,
2006; Eltzschig, 2009). A adenosina e inosina geradas, competem pelos
mesmos transportadores, os ENTs 1 e 2, que possuem a expressao reduzida
no processo inflamatério e dessa forma, ndo séo recaptadas para 0 meio
intracelular, ocorrendo aumento da concentracdo extracelular das mesmas e
consequentemente, da producdo dos metabdlitos identificados neste trabalho
pelo método de CLAE, como a xantina e acido Urico.

De modo complementar, levando-se em conta que a xantina e o acido
arico apresentam-se em elevadas concentragcdes no plasma dos animais com
pleurisia e tratados com adenosina, podemos sugerir que principalmente o
acido urico esteja contribuindo com os efeitos anti-inflamatérios da adenosina e
inosina. Alguns trabalhos descrevem que o acido Urico contribuiu com os
efeitos da inosina e apresentou um efeito antioxidante em um modelo de colite
induzida por TNBS e na esclerose multipla em humanos (Becker et al., 1991;
Spitsin et al., 2001; Rahimian et al.,, 2010). A hipoxantina também parece
exercer atividade antioxidante e protetora celular (Virag e Szabo, 2001).

Em sintese, tendo com base nossos resultados, a figura 24, mostra de
forma ilustrativa, indicios importantes acerca do papel da adenosina e inosina,
na inflamacdo aguda. A adenosina foi capaz de ativar os seus receptores,
reduzindo migracdo leucocitaria, extravasamento de plasma para a cavidade
pleural e produgdo de mediadores pro-inflamatorios. A inosina, por sua vez,
parece interagir com 0os mesmos receptores e dessa forma, também exercendo
a mesma influéncia inibitoria sobre a inflamacéo pleural. Apesar de metabdlito
e precursor apresentarem mecanismos semelhantes e mesmos efeitos, a
inosina parece contribuir com o efeito da adenosina, fazendo-nos acreditar que,

durante a inflamacdo aguda, a adenosina e inosina apresentam efeitos
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sinérgicos. Esta ideia € reforcada pelos resultados obtidos no presente

trabalho.

5.2 Efeitos da inosina sobre a asma induzida experimentalmente pela

ovoalbumina

Além dos efeitos da adenosina e inosina serem investigados no
processo inflamatério agudo, foram avaliados frente a um estimulo inflamatorio
alérgico, onde ocorre a ativacdo da resposta imune adaptativa.

Durante a inflamagéo aguda, a adenosina parece exercer um papel
relacionado ao seu controle e a protecdo tecidual. Porém, em processos
alérgicos, ela estd ligada ao aumento da reatividade das vias aéreas
(Livingston et al., 2004). A adenosina, administrada por via inalatéria, em
pacientes alérgicos, promove broncoconstricdo, sendo que o0 mesmo foi
observado em animais sensibilizados (Fozard e Hannon, 2000). Além disso,
evidéncias indicam que esta purina, quando administrada diretamente nas vias
aéreas, promove a degranulacdo de mastocitos, com liberacdo de histamina,
serotonina, triptase, leucotrienos C4 e D4 e prostaglandina D,. Acredita-se que
este efeito envolva a ativacdo de receptores Az (Livingston et al., 2004; Hua et
al., 2008).

No presente estudo, os efeitos da adenosina administrada, por via
inalatoria, ou seja, topicamente, ndo foram investigados. A acdo da adenosina
foi avaliada por via sistémica, através da sua administracdo intraperitoneal,
antes de cada desafio, em animais sensibilizados. Os resultados demonstraram
que esta purina nao foi capaz de alterar, de forma significativa, a inflamacéo
pulmonar desencadeada pela inalacdo de OVA (Fig.16). Ja o tratamento dos
animais sensibilizados, com inosina, antes dos desafios, reduziu, de forma
dose-dependente, a contagem de leucécitos, no lavado broncoalveolar,
principalmente de macréfagos, linfocitos e eosindfilos, sem interferir
significativamente com a contagem de neutrofilos (Fig. 17). De acordo, a
inosina apresentou acao anti-inflamatoria em um modelo n&o alérgico de
inflamagé&o pulmonar, induzida por LPS, reduzindo contagem leucocitaria no
LBA e pulmdo, edema pulmonar e citocinas proé-inflamatérias (Liaudet et al.,
2002). O mesmo perfil de resposta foi observado para o analogo da inosina
chamado INO-2002, em um modelo de angustia respiratéria aguda, induzida
por LPS (Mabley et al., 2009).
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A inosina, ja foi utilizada como suplemento alimentar (Starling et al.,
1996) e até pouco tempo foi considera um metabdlito inerte da adenosina
(Gomez e Sitkovsky, 2003; Hasko e Cronstein, 2004; Fredholm et al., 2011). A
observagdo que a inosina apresentava suas concentracdes aumentadas no
local da inflamacéo e que estava envolvida na regulacdo de respostas imunes
(Garcia Soriano et al., 2001; Gomez e Sitkovsky, 2003), despertaram 0 n0sso
interesse no estudo do seu papel sobre o processo inflamatério e neste
contexto, da asma. Além disso, neste trabalho, especulou-se o0 envolvimento
dos receptores para a adenosina, nos efeitos da inosina, observados em nosso
modelo experimental. Esta abordagem foi baseada em evidéncias que
demonstraram que a inosina é capaz de se ligar com receptores para
adenosina (Jin et al., 1997; Fredholm et al., 2011) e que os receptores A, € As,
estariam envolvidos na acdo da inosina sobre a reducdo do dano hepético
causado pela ConA e da sepse induzida por endotoxina (Gomez e Sitkovsky,
2003).

O presente estudo mostrou que o tratamento com ZM241385, um
antagonista seletivo do receptor Aza, reverteu os efeitos da inosina (10 mg/kg,
i.p.), sobre a contagem de células para o LBA, principalmente de macrofagos.
Além disso, o tratamento com cafeina, um antagonista ndo seletivo, reduziu a
contagem de macrofagos e adicionalmente de linfécitos (Fig. 19). O contrario
foi observado quando se realizou o pré-tratamento com DPCPX, o antagonista
seletico A; e com aloxazina, o antagonista seletivo A,g, 0 qual ndo modificou a
acao inibitéria da inosina sobre o recrutamento leucocitario para o pulmao.

Os dados histologicos obtidos confirmam os achados relacionados a
contagem celular no LBA e reforcam a nossa hipdétese de que o receptor Aza
seria principal receptor envolvido no efeito da inosina sobre a inflamacgéo
pulmonar induzida pela OVA.

Os efeitos imunossupressores e anti-inflamatérios, demonstrados apés a
ativacdo do receptore Aza, j& estdo bem descritos na literatura e anteriormente
neste estudo. Embora esteja descrito que este receptor reduziu a ativacédo e
migracdo de linfécitos T para o pulmdo (Huang et al., 1997; Koshiba et al.,
1999), nao foi possivel demonstrar 0 mesmo em nossos resultados, uma vez
gue o antagonista ZM241385, nao reverteu o efeito da inosina sobre a
contagem celular de linfocitos no LBA. Porém, foi descrito que o receptor Aza

participou da acao inibitoria da inosina sobre a liberagdo de TNF-a, IL-1, IL-12,
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MIP -1a e INF-y, em macréfagos estimulados (Hasko et al., 2000).

De acordo, podemos observar, pelos nossos resultados, que a inosina,
através de um mecanismo que envolve o receptor A,a, foi capaz de reduzir a
migracdo de macrofagos para o pulmdo e sua ativacdo. Em adicao,
demonstrou-se que durante o processo inflamatério, ocorreu um aumento na
expressdo do receptor A,n em macrofagos e que este evento estaria
relacionado com a reducdo da atividade deste leucécito e da resposta
inflamatoria (Garcia et al., 2008).

Nossos dados néo foram capazes de reproduzir, o descrito na literatura
a respeito da participagdo do receptor A; sobre a inibicdo da transmigracao
leucocitaria para os pulmbes (Ngamsri et al., 2010) e demonstraram
claramente, através do pré-tratamento com DPCPX, que os receptores A; ndo
estdo envolvidos na acao anti-inflamatoria da inosina. Porém, o bloqueio deste
receptor, reverteu os efeitos da inosina sobre a hiperproliferacdo das células
epiteliais brébnquicas, sugerindo que a inosina através dos receptores A; pode
reduzir a hipertrofia de células epiteliais brénquicas, induzida pelos desafios
com OVA.

Tendo em vista os resultados obtidos neste estudo, o efeito da inosina
foi adicionalmente testado em um modelo, onde foram avaliados parametros
relacionados a mecanica pulmonar, frente a um estimulo de hiper-reatividade,
induzido pela metacolina aerolizada, “in vivo”. Nesta abordagem, foi avaliada a
resisténcia e de elastancia das vias aéreas, que sao considerados parametros
classicos para determinar ndo s6 a reatividade, mas também a mecénica
pulmonar, em camundongos (Glaab et al., 2007).

Dessa forma, a resisténcia do sistema respiratorio é constituida por uma
parcela de resisténcia proveniente do atrito causado pela movimentacdo dos
tecidos da parede toracica e do pulméo, e pela resisténcia resultante da
passagem de ar pelas vias aéreas, refletindo assim, o estreitamento das vias
aéreas (Glaab et al., 2007). A complacéncia reflete primariamente elasticidade
do parénquima pulmonar, a tensdo superficial e contracdo muscular (Glaab et
al., 2007). A elastancia € o inverso da complacéncia, ou seja, quanto maior for
a elasticidade do parénquima, entrada de ar nos pulmdes, menor é a elastancia
e melhor é a funcdo pulmonar (Fig. 23).

Através de nossos resultados, podemos observar que nos grupos

desafiados com OVA e estimulados por metacolina, houve um aumento na
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resisténcia e elastancia pulmonar, quando comparado com o grupo basal e
PBS. Embora o tratamento com inosina ndo tenha interferido com a resisténcia,
reduziu de forma significativa a elastancia, um efeito revertido pelo ZM241385,
0 antagonista A,a, demonstrando a participacdo dos receptores A, neste
efeito. Vale ainda mencionar que o tratamento com ZM241385, isoladamente,
nao apresentou nenhum efeito “per se”.

Estes dados sugerem que a inosina, via receptor Aza, promove uma
melhora na func&o pulmonar, reduzindo a migracao leucocitaria para o pulméo,
producdo de mediadores e a reatividade do tecido pulmonar.

Esta hipétese foi reforcada pelos resultados obtidos, apdés a andlise
histolégica das vias aéreas, onde foi avaliada a migracdo de mastdcitos,
através da coloracdo de azul de toluidina. Os resultados demonstraram que a
inosina reduz a migracdo de mastécitos de forma significativa, um efeito
revertido pela aloxazina e pelo ZM241385, indicando a participacdo dos
receptores Asa € Agg, neste efeito.

Dessa forma, os dados de mecéanica pulmonar e o0s achados
histoldgicos, referentes a migracdo leucocitaria e de mastoécitos, sdo dados
complementares que nos permitem especular que a acao inibitéria da inosina
sobre o aumento da elastancia, pode estar relacionada também a reducado da
migracdo de mastoécitos para o pulmao.

Foi descrito que a ativacdo do receptor Apa para adenosina reduziu a
inflamacéo alérgica em ratos, induzida por OVA e suprimiu a liberacdo de
histamina e triptase de mastocitos humanos “in vitro” (Suzuki et al., 1998;
Fozard et al., 2002; Van Schoor et al., 2005). Como ja mencionado nesta
discusséo, a ativacao do receptor A, foi relacionada a reducdo da expresséo
de moléculas de adeséo e da inflamacéo pulmonar (Eckle et al., 2008; Eckle et
al., 2008). Ambos os receptores Aza € Ayg estdo expressos na membrana dos
mastocitos, durante o processo inflamatério e parecem participar da modulagéo
da ativacdo dos mastécitos, através da agdo da adenosina (Polosa, 2002),
porém ndo ha relatos na literatura que a inosina interfira na funcdo dos
mastocitos atraves destes receptores.

Com relagcdo a mecéanica pulmonar, ainda foi possivel constatar que nédo
ocorreu aumento significativo da resisténcia pulmonar, quando comparados
grupo naive (ndo sensibilizado ou desafiado) e grupo OVA. Este achado pode

estar relacionado ao fato de que nossas analises histolégicas, com as
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coloracdes de PAS (para avaliacdo dos efeitos da inosina sobre a producéo de
muco) e picrossirius (para verificacdo da interferéncia sobre o remodelamento),
revelaram que no grupo OVA, foi observado aumento do remodelamento e
producdo de muco em somente 60 % dos animais. Levando-se em
consideracdo que estas sdo alteracdes patoldgicas que contribuem com o
aumento da resisténcia. Os dados obtidos sugerem que o protocolo adotado,
talvez ndo seja o melhor para avaliacdo da resisténcia pulmonar.

Os resultados ainda demonstraram que a inosina reduziu os niveis de IL-
4 e IL-5 em explantes pulmonares, um efeito revertido pela cafeina. Levando-
se em consideracdo que as citocinas Th,, estdo relacionadas a producéo de
IgE, maturacdo e migracdo de eosindfilos e outros leucocitos (Orihara et al.,
2010) e que os niveis de inosina estdo elevados nos tecidos, durante a
inflamacé&o (Garcia Soriano et al., 2001; Gomez e Sitkovsky, 2003), podemos
inferir que a inosina esteja controlando a liberac@o de citocinas através de um
mecanismo que envolve a ativacdo de receptores As;. Esta suposicdo esta
ligada ao fato de que a cafeina, um antagonista ndo seletivo, foi o Unico
antagonista que reverteu o efeito da inosina sobre os niveis de IL-4 e IL-5 e
também a migracéo de linfécitos, o que poderia estar diretamente relacionado a
reducdo dos niveis destas citocinas.

No presente estudo, o efeito da inosina ndo foi avaliado frente ao
tratamento com um antagonista seletivo do receptor Az, dessa forma, estudos
adicionais deverao ser realizados para investigar melhor o envolvimento deste
receptor sobre a liberacdo ou producdo de citocinas Th,, bem como na
migracao linfocitaria, durante a inflamacéao alérgica pulmonar.

O papel funcional do receptor Az, nos pulmdes, ndo esta claro, levando-
se em consideracdo que parecem mediar eventos anti-inflamatérios e pro-
inflamatorios. Neste sentido, ja foi descrito que a adenosina e a inosina se
ligam em receptores Az e promovem a degranulacdo de mastécitos (Jin et al.,
1997; Hasko et al., 2004). Contraditoriamente, este receptor esta envolvido
com a inibicdo da migracdo de eosinofilos (Hasko et al., 2004). Ainda,
evidéncias indicam que a ativacdo do receptor Az em mondcitos periféricos,
estimula a liberagdo de fator estimulador de coldénias de macrofagos e
granulécitos (GM-CSF), que induz proliferacdo celular da medula 6ssea (Bar-
Yehuda et al., 2002). Os resultados obtidos, no presente estudo, demonstraram

gue a inosina foi capaz de induzir proliferacdo leucocitaria na medula 0ssea,
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somente na dose de 1 mg/kg. Levando em consideragcao que estudos mostram
que a inosina é capaz de se ligar em receptores As, 0s resultados obtidos nos
sugerem que a proliferacdo celular observada pode estar relacionada a
ativacao do receptor As.

Ainda, com relacdo a avaliacdo dos efeitos da inosina sobre a
mobilizacdo de leucdcitos da medula para o sangue, podemos observar que as
outras doses de inosina utilizadas, em animais alérgicos, ndo promoveram
proliferacdo celular. Nesses grupos, a contagem de leucécitos da medula
0ssea foi menor que o grupo basal e semelhante ao do grupo OVA, indicando
qgue nestes animais ocorreu uma mobilizagao celular para o sangue.

Os resultados obtidos demonstraram que a contagem de leucocitos
totais no sangue estava significativamente aumentada no grupo OVA, em
relacdo ao grupo basal, refletindo a mobilizacdo medular nos animais alérgicos.
O mesmo foi observado nos grupos tratados com inosina, com excegao para a
dose de 1 mg/kg, onde foi constatado uma redugcédo da contagem leucocitaria
sanguinea. Neste grupo, além da proliferacdo leucocitaria, houve também uma
retencdo destas células na medula, o que justificaria a reduc¢do da contagem de
leucocitos na corrente circulatoria.

Estes dados sdo de extrema importancia, tendo em vista que quando
analisados em conjunto com os resultados do LBA e histologia, reforcam a
hipétese de que a inosina produz uma reducdo da migracao leucocitaria para o
pulmao.

Além de especular-se que a inosina produza seus efeitos através da
ativacdo dos receptores para adenosina, outros mecanismos adicionais séo
descritos. Alguns trabalhos relatam que a inosina pode inibir a enzima nuclear
poli (adenosina difosfato-ribose) polimerase (PARP), que é responsavel pela
identificacdo de quebras na cadeia de DNA e posterior reparo do mesmo
(Jagtap e Szabo, 2005; Mabley et al., 2009). Apos a identificacdo do dano, a
PARP cliva em nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") em nicotinamida e
em ADP-ribose, a qual é polimerizada e utilizada para o reparo (Virag e Szabo,
2001; Mabley et al., 2009), a superativacdo da PARP depleta 0 NAD* e ATP
intracelulares, levando a necrose e morte celular (Virag e Szabo, 2001; Mabley
et al., 2009). Neste contexto, foi descrito que a inosina parece interferir com a
ativacdo desta enzima, reduzindo a morte celular (Virag e Szabo, 2001). Tem

sido descrito que a PARP esta envolvida na patogénese de muitas doencas,



72

incluindo colite, artrite, choque endotoxémico, isquemia-reperfusdo, diabetes e
hipertensédo (Jagtap e Szabo, 2005). Em adicéo, evidéncias indicam que, na
asma, a PARP esta envolvida na regulagéo expressdo da AP-1, NFkB, fator de
transcricdo de trans-ativacédo especifico de célula T (GATA-3 — “Trans-acting T-
cell-specific transcription fator’) - 3 e sinal de transducdo e ativador da
transcricdo (STAT — “signal transducer and activator of transcription”) - 6 em
linfécitos T e dessa forma na liberagdo de mediadores pré-inflamatorios (Szabo
et al., 2011).

Como na pleurisia, na inflamacdo alérgica pulmonar, a inosina ainda
pode reduzir o processo inflamatorio através de uma atividade antioxidante que
pode ser direta, inibindo a producdo de superdoxido em neutréfilos humanos
(Marton et al., 2001) ou indireta através do seu metabolismo a hipoxantina e
acido urico que apresentam igualmente atividade antioxidante, por serem
sequestradores de peroxinitritos e oxiradicais (Becker et al., 1991; Virag e
Szabo, 2001; Mabley et al., 2009).

Tendo em vista que estes mecanismos adicionais foram descritos, ndo
podemos descartar que 0s mesmos possam estar envolvidos e contribuam com
0s resultados obtidos.

Os resultados demonstram que a inosina possui um efeito importante
sobre a inflamacéo alérgica pulmonar, relacionado a inibicdo do recrutamento
de macrofagos, linfécitos e mastécitos para as vias aéreas e inibicdo da
producéo ou liberacdo de citocinas do tipo Th, como a IL-4 e IL-5, resultando
na reducdo da elastancia pulmonar induzida pela OVA. Este efeito parece
envolver a ativacdo, principalmente dos receptores Aja. Estes dados
demonstram experimentalmente o papel da inosina na inflamacéo alérgica e
estendem os dados da literatura a respeito da compreensédo na sinalizacao
purinérgica nas vias aéreas.

Finalizando, a figura 24 ilustra 0s mecanisSmos propostos para a acao

anti-inflamatéria da inosina, na asma experimental, induzida pela ovoalbumina.
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Figura 24: Mecanismos envolvidos nos efeitos anti-inflamatérios da adenosina e inosina na pleurisia e da inosina na asma experimental em camundongos. (A)
Durante o processo inflamatorio pleural, devido a ativacéo celular, a adenosina € gerada e transportada para 0 meio extracelular através das ENTs 1 e 2, e em
seguida convertida em inosina pela adenosina deaminase, expressa na membrana das células endoteliais e leucécitos. A adenosina pode interagir com o0s
receptores A,x € Ay, reduzindo ativagdo celular e liberacdo/producdo de TNF-a e IL-1B e migracdo celular. A inosina, por sua vez, parece ativar o0s mesmos
receptores e em adicdo o receptor A;. Através do receptor A, a inosina reduz a liberagdo/producéo de TNF-a. Ambas as purinas, através do receptor A,g, parecem
reduzir o extravasamento plasmatico, por uma a¢éo sobre o endotélio. (B) A inosina liga-se nos receptores A,, em macréfagos ou mastdcitos, em Az em linfocitos,
inibindo a migracdo leucocitaria para os pulmdes, bem como a liberacdo de IL-4 e IL-5, o que contribui com a mesma. Ativando receptores A; reduz a
hiperproliferacdo de células epiteliais. Estes efeitos anti-inflamatorios contribuem com o efeito da inosina sobre a elastancia pulmonar, melhorando a funcéo dos
pulmdes.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, buscou-se avaliar os efeitos da adenosina e inosina sobre
o processo inflamatério agudo, utilizando o modelo de pleurisia, induzida por
carragenina e sobre a inflamacao alérgica pulmonar, induzida por OVA, onde
ocorre a ativacdo do sistema imune adaptativo. Os resultados obtidos neste

estudo nos permitem sugerir que:

- Na inflamacao pleural aguda, a adenosina reduziu migracdo de leucécitos,
principalmente neutrofilos, para o local da inflamacdo, extravasamento
plasmético, através de um mecanismo, envolvendo ativacdo dos receptores Aga

e Ayg para adenosina.

- Os efeitos da adenosina sobre a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias

(TNF-a e IL-1B) ndo envolveu a ativagao dos receptores para adenosina.

- A inosina, metabdlito da adenosina, também reduziu a migracao leucocitéaria,
principalmente de neutréfilos e extravasamento do plasma, porém por um
mecanismo que envolveu a ativacdo de receptores Aj;, Aza € Ay para
adenosina. Em adicdo, através de mecanismo envolvendo o receptor Aza, @

inosina reduziu os niveis de TNF-a, em exsudatos pleurais.

- A participagéo dos receptores A, foi confirmada, uma vez que o ZM241385
reverteu o efeito do CGS21680, um agonista seletivo A,a, sobre a migracéo

leucocitaria e extravasamento plasmatico.

- De acordo com os dados obtidos por HPLC, podemos afirmar que na
inflamacé&o aguda, ocorreu um sinergismo de efeitos entre adenosina e inosina.
Além disso, os dados obtidos apds o tratamento com EHNA, nos revelaram que
houve a probabilidade da inosina ter sido convertida em adenosina, durante a

resposta inflamatdria aguda.

- Apesar da adenosina apresentar um efeito anti-inflamatorio no modelo de
pleurisia, na inflamacéo alérgica, a adenosina nao interferiu com nenhum dos

parametros avaliados.

- O tratamento com inosina mostrou claramente uma reducdo na migracao de
macrofagos, linfocitos e eosindfilos para as vias aéreas, um efeito que envolveu

a participacdo dos receptores Aza. Em adicdo, estes receptores estédo
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relacionados a inibicAo da migracdo de mastécitos com uma menor

participacéo dos receptores Agg.

- A inosina reduziu liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias possivelmente

atraves da ativagdo de receptores As.

- Os efeitos inibitorios da inosina, sobre a inflamacéo alérgica, contribuiu com a
reducdo da elastancia pulmonar, melhorando a funcdo e desempenho dos

pulmdes.

- Em conjunto, estes dados permitem-nos uma melhor compreenséo acerca do
papel do sistema purinérgico e em adicdo do metabolismo das purinas, na
inflamacdo aguda e asma, comprovando que estas atuam sobre células do
sistema imune, através da ativacdo dos receptores para adenosina. Ainda, 0s
resultados evidenciam que a adenosina e inosina, assim como analogos das
mesmas ou agonistas e antagonistas especificos dos seus receptores, podem
ser utilizados futuramente para o tratamento de condi¢Bes patologicas que
envolvam o processo inflamatério. Vale a pena ressaltar, que a inosina em
particular apresenta um grande potencial terapéutico para o tratamento de

doencas inflamatérias pulmonares alérgicas, como a asma.
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