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M odulacao da expressao da sintase induzivel de oxido nitrico
pelo glicocorticoide inalado na asma brénquica

Modulation of inducible nitric oxide synthase expression
by inhaled corticosteroid in bronchial asthma

Eduardo Costa', Mario Ribeiro®, Luiz Bandeira®, Marcelo Kalichstein®,
Alexandre Cardoso’, Patricia Lago®, Vera Baptista’, Alfeu Franca’, José Roberto Lapa e Silva’

Resumo

Introducéo: O oxido nitrico (NO) e seus derivados
tém papel importante como agentes pré-inflamatérios
na asma, e os glicocorticoides tém acdo inibitoria so-
bre a sintase induzivel de NO (NOS2). N&o esta claro
se esse efeito terapéutico sobre a producéo de NO é
relevante para a eficacia clinica da corticoterapia topi-
canaasma

Objetivos: Observar o efeito do glicocorticoide
inalado sobre a expressdo da NOS2 pelas células da
via aérea inferior de asméticos pelo escarro induzido,
e correlaciona-la com indices clinicos e funcionais de
atividade e gravidade da doenca.

M étodos: Foram incluidos 18 asméticos adultos,
ndo fumantes, sem infecgdo respiratdria e sem uso re-
cente de glicocortictides. A avaliagdo clinica-funcio-
nal, e a coleta de escarro foram feitas antes e apos 30
e 90 dias de uso continuo de 1000 mcg de beclometa-
sona spray. A contagem diferencial de céulas no es-
carro foi feita apos coloragdo de May-Grumwad-Gi-
emsa. O estudo imunocitoquimico utilizou o anticorpo
NO53 (anti-NOS2) e a coloracdo pelo método APA-
AP. A densidade Optica das coloragfes foi medida uti-
lizando-se o programa Image Pro Plus. ANOVA eo
teste de Bonferroni foram utilizados para a compara-
¢do das contagens celulares e densidades Opticas das
coloragdes. Consideramos o nivel de significancia de
p <0,05.

Resultados: A expressdo da NOS2 diminuiu signi-
ficantemente durante o tratamento (p<0,003), de for-
ma paraela a reducdo do percentua de eosindfilos e
de cdulas epitdiais no escarro (p=0,0002 e p=0,009,
respectivamente). O volume expiratério forcado em
um segundo aumentou durante o tratamento (p=0,01).
Os pacientes com asma moderada e gravetiveram ex-

Abstract

Introduction: In recent years many publications
suggested that nitric oxide and its derivatives are im-
portant in asthmatic inflammation. It is unclear if the
clinica efficacy of inhaled corticosteroid therapy is
related to its inhibitory effect on inducible nitric oxide
synthase (NOS2) expression.

Objective: To observe the effect of inhaled corti-
costeroid on expression by airway cels in induced
sputum of asthmatics, and to correlate it with func-
tiond and dinica parameters of disease activity and
Severity.

M ethods: Eighteen adults with bronchia asthma,
non-smokers in last year, non-pregnant, without res-
piratory infection or recent use of glucocorticosteroids
had been enrolled. Clinical and functional assessment,
and sputum induction were made before and after 30
and 90 days of treatment with beclomethasone dipro-
pionate (BDP). Differential cell counting was obtai-
ned after May-Grumawad-Giemsa staining. Immuno-
cytochemical staining with NO53 anti-NOS2 antibody
and APAAP was followed by image analysis using
Image Pro Plus software. ANOVA and Bonferroni’s
test were used to compare cell counts and optical den
gties of immunocytochemica stains. Significance was
taken at p < 0.05.

Results: NOS2 expression decreased sgnificantly
in sputum cells during treatment (p=0.003), in paralel
with reduction of eosinophil and epithelia cell counts
(p=0.0002 and p=0.009, respectively). Forced
expiratory volume in one second increased during
treatment (p=0.01). Patients with moderate and severe
asthma had greater NOS 2 expression before and
during treatment when compared with patients with
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pressdo maior da NOS2 antes e durante o tratamento
em comparagdo aos asmaticos leves (p=0,01). Houve
correlacdo significativa entre o percentual de eosind-
filos no escarro e a expressdo da NOS2 antes do inicio
da corticoterapia (r= - 0,50 / p=0,03).

Conclusdes: A terapia anti-inflamatoria resultou
em reducdo da inflamagéo eosinofilica e da descama-
¢do epitelial na via aérea. A expressdo da NOS2 nas
células obtidas pelo escarro induzido diminuiu durante
o0 tratamento com glicocorticoide. Este € mais um as-
pecto relevante do efeito anti-inflamatério da cortico-
terapia e do monitoramento do processo inflamatério
na asma.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2004;27(1):19-29
asma, escarro induzido, 6xido nitrico, glicocorticoide

1 - Mestre em Medicina/lmunologia — pela UFRJ e Chefe
do Setor de Alergia e Imunologia do HUPE/FCM — UERJ;
2 — Bidlogo responsavel pelo Laboratorio de Histomorfo-
metria — FCM — UERJ;, 3 — Mestre em Medicina / Imuno-
logia — pela UFRJ; 4 — Mestre em Medicina/Pneumologia —
pela UFRJ; 5 — Professor Adjunto — Pneumologia — FM —
UFRJ, 6 — Bidloga do HUCFF — UFRJ; 7 — Biomédica do
HUCFF — UFRJ; 8 — Professor Titular — Imunologia Clinica
— FM — UFRJ; 9 — Professor Titular — Pneumologia — FM -
UFRJ

I ntroducéo

A asma bronquica é definida pela presenca de
broncoespasmo  reversivel, inflanagdo  crbnica
das vias afreas e hiperresponsividade bronquica
para varios estimulos, e € considerada um proble-
ma de salde plblica mundia®. S3o reconhecidas
vaias cdulas e moléculas importantes no inicio e
perpetuacdo do processo inflamatdrio brénquico
na asma Nos Ultimos anos véios estudos de-
monstraram gJie o oxido nitrico (NO) e seus deri-
vados sdo fatores importantes no controle do t6-
nus vascular e bronquico®™ | e também em meca
nismos de ativacdo ceular e dano tecidual potent
cidmente operantes na inflamacio asmética™®,
particularmente quando a isoforma induzivd da
sintase de Oxido nitrico (NOS2) esta envolvida

O objetivo do estudo foi observar o efeito do
glicocorticoide indado sobre a expressio da
NOS2 em cdulas da via aérea pelo escarro indu
zido, e corrdacionar esta expresséo com parame-
tros clinicos e funcionais de gravidade da doenca
antes e durante o tratamento anti-inflamadrio em
contexto ambulatorid.

Pacientes e métodos
Egte foi um estudo longitudind de uma Série de
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mild asthma (p=0.01). There was significant correla-
tion between eosinophil counts and NOS 2 expression
before treatment (r= - 0.50 / p=0.03).

Conclusions: Anti-inflammatory therapy resulted
in ggnificant reduction of eosnophilic inflammation
and epithelid cell desquamation. NOS2 expression in
airway cells was reduced and this effect persisted du-
ring treatment. This can be one more relevant aspect
of anti-inflammatory treatment of asthma.
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pacientes com asma brénquica em acompanha-
mento ambulatorial, 0s quals receberam tratament
to anti-inflamatorio topico e foram avdiados du-
rante 90 dias. Foram aocados 28 adultos com as-
ma brénquica (critérios da ATS 1987). Foram ex-
cluidos as mulheres grévidas e aqudes com histé-
ria de tabagismo no Ultimo ano, ou infeccdo respi-
ratoria no Ultimo més, ou anda os que utilizaram
glicocorticoides topicos ou Sstémicos nos Ulti-
mos 90 dias. Todos foram informados dos obje-
tivos e métodos do estudo e assnaram termo de
consentimento. Os pacientes foram aocados nos
ambulatérios dos Servicos de Imunologia e Pnew
mologia do Hospitd Universtaio Clementino
Fraga Filho (HUCFF) — UFRJ. O proeto foi
gprovado pelo comité de éticaem pesquisalocal.

Foran fetas avdiaches dlinicas (anamnese,
exame fidco, teste cutdneo com dérgenos indan
tes (IM ASAC do Brasl), funcionais (espirome-
tria com prova broncodilatadora seguida de prova
broncocongtrictora se necess&io — Sigema de
andie de funcdo pulmonar Warren & Cadllins
Inc. — MA/USA), e inducéo de escarro por nebu
lizacho com solucdo sdina hipertbnica antes e
apos 30 e 90 dias de tratamento. Os pacientes
receberam 500 mcg de dipropionato de beclome-
tasona (DPB) (Clenil Forte Jet spray® — Farma-
lab-Chies — SP/Brasil) duas vezes por dia durante
esse periodo. Foi feito controle do uso do medica
mento pela pesagem dos frascos ao find de cada
periodo de 30 dias, quando era fornecido novo
frasco damedicagéo.

A inducdo do escarro foi redizada como des
crito por Pin et al® . Quinze minutos apds admi-
nistracdo de 200 mcg de sdbutamol indado com
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espacador (Aerolin spray® — Glaxo-Wellcome —
UK), era iniciada a nebulizacdo ultrassonica com
solucdo sdina hiperténica (Nebulizador Pulmo-
cler | — Sonicler — SP/Brasil), o qua produz
fluxo de 6 litros por minuto, sendo 80% das par-
ticulas com didmetro inferior a3 mm.

Utilizamos trés periodos sucessvos de sete
minutos até um totd de 21 minutos de nebuliza-
¢ao, com incrementos progressivos da concentra-
¢d0 da solucdo sdlina nebulizada (2%, 3% e 4%).
O pico de fluxo expiratorio (PFE) foi registrado
antes e apds cada periodo de nebulizacdo (medi-
dor Mini-Wrigt — Clement-Clarke Internationa
— UK). Se o PFE caisse mais que 20 % do vaor
inicid (pbs-broncodilatador), a concentracdo de
solucdo sdina ndo era aumentada. Se o PFE cais-
se mais que 30 % do vdor inicid, ou se quaquer
gnad ou sntoma de obstrugcdo bronquica (tosse
persstente, dispnéia, opressio toracica ou shilan
cid) ocorresse, 0 procedimento era interrompido.
Ap6s cada periodo de sete minutos de nebuliza-
cao, 0S pacientes enxaguavam cuidadosamente a
orofaringe e eram estimulados a tossr para a ex-
pectoracdo e coleta do escarro.

As amodiras de escarro foram processadas ime-
diatamente gpds a coleta como previamente des-
crito®. A amostra total de escarro era tratada com
DTT (Sigma Corporation — MO/USA) em banho
maria por 20 minutos e entdo centrifugada a 40G,
e 0 sobrenadante coletado para estocagem em fre-
ezer. O pdlet cdular era entdo re-suspenso em
PBS eséil e lavado duas vezes A viabilidade
cdular foi avdiada pdo méodo de exclusio do
corante trypan blue (Sgma Corporation — MO/
USA). Os cito-centrifugados foram fixados com
cloroférmio-acetona e congelados a — 20° C. A
contagem diferencid de cdulas foi feita gpds co-
loragdo de May-Grumwald-Giemsa, e, pdo me-
nos, 400 céulas nd escamosas foram contadas
por [amina

A coloracdo imunocitoquimica para a NOS2
foi feita por mé&odo imunoenziméico de fodfata
s dcdina anti-fodfatase acdina (APAAP) com
o kit Vectastain ABC-AP (AK 5001, Vector La-
boratories Inc. — Burlingame/lUSA), usando o0 an+
ticorpo NO53 como marcador. O anticorpo foi
desenvolvido em coehos usando um  peptideo
sintético com a sequéncia idéntica aos sete ami-
no-&cidos carboxi-terminais da NOS2 humana’.
Os citocentrifugados congdlados foram reagueci-
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dos em temperatura ambiente e incubados com
soro de ovelha diluido em TBS, e entdo novamen
te incubadoscom solucdo diluida do anticorpo
NO53 (1:500 em TBS) durante uma hora Em se-
guida foi adicionado anticorpo anti-lIgG de coelho
(incubecdo por mais 30 minutos), seguido do
complexo avidina-bidtina-fosfatase dcdina
(ABC-AP) por mais 30 minutos adicionas. A
solugdo do substrato foi preparada com Tris-HCI
(ph 90) mais o cromégeno fast red (Sgma
Corp.). Uma coloracdo de controle foi feita para
todas as l&minas utilizando o peptideo bloqueador
NO54 antes da adic¢éo do anticorpo NO53. O pep-
tideo blogueador tem a mesma sequéncia de ami-
noécidos que o peptideo que originou 0 anticorpo
NO53, sendo reconhecido e fixado por ele’. To-
dos os procedimentos de coloracdo foram fetos
namesma ocasi 8.

A intensdade das coloragbes foi quantificada
em Sdema de imagens utilizando o programa
Image Pro Plus 3.1.2 (Media Cybernetics Corpo-
ration — Maryland/USA). Usamos a relacéo entre
o vermeho, o verde e 0 azul (RGB) na adise de
intensidade de cor, usando sempre 0S mesmaos pa
rémetros de calibracdo do sstema Optico em to-
das as andises. O programa quantifica a intens-
dade de cor transformando-a em uma graduacéo
numérica inversa de densdades Opticas, onde
maores densdades significan menor coloracéo.
Este méodo foi utilizado com 0 mesmo proposito
em outros estudos j& publicados®®. Essa etapa do
trabalho foi redlizada no laboratdrio de histomor-
fometria do Departamento de Anatomia da Facul-
dade de Ciéncias Médicas — UERJ.

Utilizamos ANOVA para medidas repetidas e 0
tete multiplo de Bonferroni para comparar as
contagens de células no escarro e as densidades
Opticas das coloragBes antes e durante o tratamen-
to. Foi utilizada regressio linear para correlacio-
nar as densdades Opticas e as contagens celulares
nos trés tempos de observacdo do estudo. Utiliza-
mas o programa Graphpad Prism 2.0 (Graphpad
Software — USA) na andise edatidica e confec-
cao dos gréficos correspondentes, e a dgnifican
cia edatidtica foi consderada quando o valor de p
< 0,05.

Resultados
Dos 28 pacientes docados, dez foram exclui-
dos durante o estudo: trés por fornecerem amos-
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tras de escarro insuficientes, cinco por ndo terem
retornado para reavaiacdo e coleta de escarro,
uma peciente ficou gravida durante o estudo, e
outro ndo usava corretamente 0 medicamento
inalado.

As caracteridticas gerais dos 18 pacientes que
completaram o0 estudo estéo descritas na tabela 1.
A média de volume expiratério forcado no T se-
gundo (VEF;) aumentou, acancando dgnifican
cia edatigtica apenas aos 90 dias de tratamento
(p=0,01) (figura 1).

A reducdo do percentuad de eosndfilos no es-
caro foi atamente sgnificante (p=0,0002), e o
percentua de cdlulas epitelials descamadas tam-
bém diminuiu durante o tratamento (p=0,009).
Ambas a mudancas dcancaram dgnificancia
edatidtica ja aos 30 dias de tratamento (figuras 2
e 3). O percentuad de macréfagos aumentou
(p=0,03) (figura 4), enquanto os percentuais de
linfocitos e neutrdfilos Nnéo mudaram durante o
tratamento (p=0,51 e p=0,60, respectivamente).
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Tabela 1 — Caracteristicas gerais

Caracteristicas gerais

Ne° %
Género Masculino 05 | 278
Feminino 13 | 72,2
Raca Branca 11 | 611
Negra 07 | 389
|dade (anos) 18-40 10 | 555
41-60 08 | 445
Duracdo da asma <20 09 | 500
=20 09 | 500
Teste cuténeo Positivo 14 | 778
Negativo 03 | 166

DND* 01 56
IgE total > 100 Ul/ml 12 | 66,6
=100 Ul/ml 05 | 278

DND* 01 56
VEF; inicid > 80% 11 | 611
60-80% 04 | 222
< 60% 03 | 16,7
%ﬁ\’l‘gide Intermitente | 03 | 167
Persgenteleve | 04 | 222
Moderada 08 | 44
Grave 03 | 16,7

* DND - dado n&o disponivel

Figura 1 — Evolucdo do volume expiratdrio forcado no primeiro segundo
durante o tratamento; (*) momento de ateracdo significante
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Figura 2 — Percentual de eosindfilos nas amostras de escarro ao longo do tempo; (*) momento de ateragcdo
sgnificante

PERCENTUAL DE EOSINOFILOS
75+
(*) p = 0,0002
504
%
254 -
0 ——— —_—
T=0 T=30 T=90
Tempo (dias)

Figura 3 — Percentual de células epiteliais nas amostras de escarro ao longo do tempo; (*) momento de alteracéo
significante
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Figura 4 — Percentual de macréfagos nas amostras de escarro a0 longo do tempo; (*) momento de alteracdo

sgnificante
PERCENTUAL DE MACROFAGOS
100 =
754
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0
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A densidade Optica das coloragBes para NOS 2
aumentou dgnificantemente aos 30 dias de tra
tamento e asam perddiu aé o find do estudo
(p=0,003). Ou sga, a expressao da enzima dimi-
nuiu nas cdlulas do escarro durante a terapia com
DPB (figura 5). Estes achados também foram

mantidos a0 analisamos os dados excluindo os
referentes aps pacientes com asma grave
(p=0,02). A densidade Optica das coloracBes de
controle (com peptideo bloqueador) ndo se modi-
ficou durante o tratamento (p=0,49).

Figura 5 — Densdade Optica (DO) das coloragbes para NOS2 a0 longo do tempo; densidades maiores
correspondem a menor intensidade de coloragéo; (*) momento de ateragéo significante
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A edratificacdo da amostra pelo VEF; no inicio
do tratamento indicou que os pacientes com VEF;
> 80% do previsto tiveram expressdo da enzima
menor que os pacientes com VEF; < 80% antes e
durante o tratamento (p=0,01), porém os dois gru-
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pos tiveram evolucdo semehante durante o estu-
do, com reducdo da expressdo da NOS 2 (p=0,82)
(figura 6). A edrdtificacdo pela gravidade, de
acordo com a GINA, resultou nos mesmos acha-
dos (figura 7).

Figura 6 — Médias de densidade ¢ptica (DO) da NOS2 apl6s edtratificacdo pelo volume
expiratério forcado em 1 segundo inicia, ao longo do estudo (simbolos = médias e barras de
desvio padréo; p se refere a diferenca entre os dois grupos)
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& 4
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©
J:
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140+ p=0,01
—O— VEF1 <ou= 80%
130 } } } }
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Figura 7 - Médias de densidade Optica (DO) da NOS2apdés estratificacdo pela gravidade inicid (GINA), ao
longo do estudo (simbolos = médias e barras de desvio padréo; p se refere a diferenca entre os dois grupos)
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Observamos correlacdo negativa entre a dens-
dade dptica das coloragdes para NOS2 e o per-
centua de eosindfilos no escarro antes do trata
mento (p=0,03 / r= -0,50), mas ndo aos 30 e 90
dias de tratamento. Em outras paavras, houve
corrdlacdo positiva entre a expressdo da enzima e
a contagem de eosindfilos antes da corticoterapia

Modulagéo da expressdo... —Costa, E

(figura 8). N&o encontramos corrdacéo Sgnifi-
cante entre a expressdo da enzima e as outras
células ao longo do estudo.

A figura 9 ilugtra colorages por imunocitoqui-
mica para NOS2 nas cdulas do escarro induzido
de paciente com asma grave, no inicio e ao find
do tratamento.

Figura 8 — Gréfico de corrdlacdo entre densidade Optica naimunocitoquimica para NOS2
e 0 percentua de eosindfilos no escarro ao inicio do estudo (r = coeficiente de Pearson)
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Figura 9 — Coloragdo por imunocitoquimica para NOS2 em células do escarro induzido de paciente com asma
grave : A — antes do tratamento / B - ap0s o tratamento

"
-
B q"‘\. .-
Wb
[

'
W
s




Modulagdo da expressdo... —Costa, E
Discussao

Os resultados sugerem que O tratamento com
DPB inibe dgnificantemente a exressdo da
NOS2 em cdulas da via aérea de asméticos. Eles
também ratificam o beneficio do tratamento sobre
pardmetros clinicos, funcionais e cdulares aso-
ciados a atividade inflamatdria e a gravidade da
doenca.

Conforme outros relatos, observamos reducéo
dos percentuais de eosindfilos e de cdulas epite-
liais no escarro durante o tratamento. Essa redu
cao ja foi dgnificante aos 30 dias de tratamento e
persgiu aé o find do estudo, o que demonstra
um efeito rgpido e duradouro do glicocorticdide
indado na inflamacdo eosncfilica e na descama-
céo epitdid®*®. A contagem de macréfagos ar
mentou e dcangou significAncia edtatistica aos 90
dias de tratamento, representando o restabeleci-
mento do perfil normd de infiltracdo cdular da
arvore brénquica induzida peo tratamento, em
parddo com a reducdo da infiltracdo eosinofilica
nas vias aéress inferiores.

N&o observamos modificacdo dgnificante dos
percentuais de linfécitos e neutréfilos no escarro.
De forma similar, Claman et al’**, ao estudarem o
efeito do tratamento com prednisona durante seis
dias de tratamento ndo encontraram mudanca na
contagem destas cdlulas no escarro induzido. Piz-
zichn et al®® traaran um grupo de asméticos
com prednisolona seguida de budesonida durante
21 dias, e ndo observaram mudanca no percentud
de neutréfilos no escarro. Nossos resultados con
firmaram edas observagbes durante um tempo
maior de tratamento.

Caracteridticas particulares da interacdo entre
linfocitos e a matriz extra-cdlular ou outras céu-
las na submucosa podem estar relacionadas a me-
nor cgpacidade dos linfocitos dcancarem a luz
brénquica, tornando O escarro induzido menos
eficiente para 0 etudo da cinética destas células
nas vias aéreas. De acordo com essa hipGtese, va-
rios estudos demonstram que a biopsa brénquica
e 0 lavado bronco-adveolar sBo méodos melhores
gue o escarro induzido para avdiar o efeito da te-
rgpia anti-inflamatdria sobre o infiltrado  linfod-
tario em brénquios de asméticos'® 2.

Houve reducdo dgnificante da expressio da
NOS2 ja no inicio do tratamento com glicocorti-
coide. Nossos resultados estdo de acordo com
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conceitos atuais sobre o seu efeto inibitorio sobre
a expressio da enzima® 2>’ e tanbém com re-
sultados relatados por Kharitonov et al®®, que ob-
servaram inibicdo da sua expressio em cultura de
cdulas epitdiais brénquicas pela dexametasona
Além disso, a boa especificidade do anticorpo
NO53° e a ndo dteracio das densidades dpticas
nes coloragbes onde foi adicionado o peptideo
blogqueador (NO54) € compativel com um efeito
inibitério do tratamento sobre a expressio da
NOS2 nas vias aéreas desse grupo de asméticos.
Ede fenbmeno também foi descrito em estudos
gue usaram outros métodos, inclusve a medida
da concentracdo do Oxido nitrico (NO) no ar expi-
rado, com resultados semelhantes™®®°. Estes estu-
dos envolveram periodos menores de seguimento,
de até 21 dias. Nossos resultados ndo sO confir-
mam tais observacies, mas as estendem para um
periodo maior, sugerindo que o efeito inibitdrio
do glicocorticoide sobre a producéo excessva de
NO persiste enquanto o tratamento é mantido.

E interessante observar que os pacientes com
maior VEF; antes do inicio do tratamento tiveram
menor expressdo da NOS2 nas cdlulas do escarro
quando comparados com os pacientes com vao-
res menores de VEF;, sugerindo uma correlacéo
positiva entre a producéo de NO e a gravidade da
obstrugdo bronquica na asma. Também encontra-
mos correlacdo podtiva entre o percentua de eo-
sndfilos e a expressdo da NOS2 no escarro antes
do tratamento, mas ndo apds 30 dias. E possivel
gue a grande reducdo do percentud de eosindfilos
no ecaro e o tamanho da amostra néo tenham
permitido a deteccdo dessa corrdacdo durante o
tratamento.

Em conclusio, a expressdo da NOS2 nas célu-
las da via aérea inferior de asméaticos diminuiu
durante o tratamento com DPB. Essa reducdo foi
sgnificante, independente da duragéo da doenca e
da sua gravidade antes do inicio do tratamento. A
obstrucdo brénquica correlacionou-se com a ex-
pressio da enzima durante todo o estudo. A tera
pia anti-inflamatdria resultou em reducdo Sgnifi-
cante da inflamacdo eosinofilica e da descamac@o
dacéulas epitdias.

Esses achados acrescentam mais dados a com+
preensdo dos mecanismos envolvidos na inflama-
¢ca0 bronquica da asma, indicam mas um avo
potenciad para a tergpia anti-inflamatdria nessa
doenca, a superproducéo de NO nas vias aéress, e
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ainda chamam atencéo para a utilidade da medida
do NO nas vias aéreas como marcador do proces-
s0 inflamatorio e da resposta ao tratamento.

Obser vacoes e agr adedmentos

Esse estudo teve apoio financeiro da CAPES,
FAPERJ e FUJB.

Os anticorpos NO53 e NO54 foram cedidos pelo
Dr. Carl Nathan (Corndl University, NY, USA).

O estudo foi apresentado no Curso de Pés-gra
duacdo em Clinica Médica — Setor Imunologia —
da FM-UFRJ para obtencéo do titulo de mestre
em medicina pelo primeiro autor (gprovado com
conceito A — nota 10). Orientador — Prof José
Roberto Lapa e Silva.

Referéncias bibliogr aficas

1. [NIH] National Ingtitutes of Health. Globa Initia-
tive for Asthma. National Heart, Lung, and Blood
Ingtitute Publication 1995; number 95: p.3659.

2. Ellis L, Undem BJ. Inhibition by FN-nitro-l-argi-
nine of nonadrenergic-noncholinergic-mediated
relaxations of humam isolated central and periphe-
ral airways. Am Rev Respir Dis, 1992;146:1543
7.

3. Gaston B, Drazen JM, Loscalzo J, Stamler JS.
The biology of nitrogen oxides in the airway. Am
JRespir Crit Care Med, 1994;149:538-51.

4. Barnes PJ. NO or no NO in asthma ? Thorax,
1996;51:218-20.

5. Barnes PJ, Liew FY. Nitric oxide and asthmatic
inflammation. Immunology Today, 1995;16(3):
128-30.

6. Pin |, Gibson PG, Kolendowicz R, Girgis-Gabar-
do A, Denburg JA, Hargreave FE, et al. Use of
induced sputum cell counts to investigate airway
inflammeation in asthma. Thorax, 1992;47:25-9.

7. Nicholson S, Bonecini-Almeida MG, Lapa e Silva
JR, Nathan C, Xie Q, Humford R, et al. Inducible
nitric oxide synthase in pulmonary dveolar ma-
crophages from patients with tuberculosis. J Exp
Med, 1996;183:1-10.

8. Sampaio FIB, Pinto JLF, Slva-Costa W, Pereira
MJS. Quantitative analysys of smooth muscle fi-
bers in corpus cavernosum of human fetuses. J
Urology, 1998;159:2226-8.

9. Nascimento-Saba CCA, Brito AC, Pereira MJS,
Carvaho JJ, Rosenthal D. |Autoradiographic thy-

10.

11

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

Modulagdo da expressdo... — Costa, E

roid evauaion in short-term experimenta dia-
betes mdlitus. Braz J Med Biol Research, 1998;
31:299-302.

Beadey R, Roche WR, Roberts JA, Holgate ST.
Cdlular events in the bronchi in mild asthma and
after bronchial provocation. Am Rev Respir Dis,
1989;139:806-17.

Bousguet J, Chanez P, Lacoste JY, Barnéon G,
Ghavanian N, Enander |, et al. Eosnaphilic in-
flammation in asthma. New Eng J Med, 1990;
323:1033-9.

. Corrigan CJ, Kay AB. T cdls and eosinophils in

the pathogenesis of asthma. Immunol. Today,
1992;13:501-6.

Bousquet J, Chanez P, Campbel AM, Vignola
AM, Godard P. Cdlular inflammation in asthma.
Clin Exp Allergy 1995;25 (suppl. 2):39-42.

Claman DM, Boushey HA, Liu J, Wong H, Fahy
JV. Analyss of induced sputum to examine the
effects of prednisone on airway inflammation in
asthmatic subjects. J Allergy Clin Immunol, 1994;
94:861-9.

Pizzichini MMM, Pizzichini E, Cldland L, Efthi-
miadis A, Mahony J, Dolovich J, et al. Sputum in
severe exacerbations of asthma. Kinetics of in-
flammatory indices after prednisone trestment.
Am J Respir Crit Care Med, 1997;155: 1501-8.
Maestrelli P, Saetta M, Di Stefano A, Cacagni
PG, Turato G, Ruggieri MP, et al. Comparison of
leukocyte counts in sputum, bronchia biopsies,
and bronchoaveolar lavage. Am J Respir Crit Ca
re Med, 1995;152: 1926-31.

Keatings VM, Evans DJ, Oconnor BJ, Barnes PJ.
Celular profiles in asthmatic airways. A compari
son of induced sputum, bronchid washings, and
bronchodveolar lavage fluid. Thorax, 1997;52:
372-4.

Laitinen LA, Laitinen A, Haahtela T. A compara-
tive study of the effects of an inhaled corticoste-
roid, budesonid, and of a beta 2 agonit, terbuta-
line, on arway inflammation in newly diagnosed
asthma. J Allergy Clin Immunol, 1992;90:32-42.
Trigg CJ, Manolistas ND, Wang J, Calderon MA,
McAulay A, Jordan SE, et al. Placebo-controlled
immunopathologica study of four months inhded
corticosteroids in asthma. Am J Respir Crit Care
Med, 1994;150:17-22.

Pauwels R. Future of anti-inflammatory therapy in
asthma. Allergy, 1995;50(suppl 22):27-31.
Djukanovic R, Homeyard S, Gratziou C, Madden
J, Walls A, Montefort S, et al. The effect of treat-
ment with oral corticosteroids on asthma symp-
toms and airway inflammation. Am J Respir Crit
Care Med, 1997;155:826-32.



Modulagdo da expressdo... —Costa, E

22.

23.

24.

25.

26.

21.

28.

20.

Nathan C. Nitric oxide as a secretory product of
mammalian cdlls. FASEB J, 1992;6:3051-64.
Barnes PJ, Belvis MG. Nitric oxide and lung
disease. Thorax, 1993;48:1034-43.

Hamid Q, Springal DR, Riveros-Moreno V, Cha-
nez P, Howarth P, Redington A, et al. Induction of
nitric oxide synthase in asthma. Lancet, 1993;342:
1510-3.

Forstermann U, Kleinert H. Nitric oxide synthase:
expression and expressiona control of the three
isoforms. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharma-
col, 1995;352(4):351-64.

Howarth PH, Redington AE, Springdl DR, Mar-
tin U, Bloom SR, Polak JM, et al. Epithdidly de-
rived endothelin and nitric oxide in asthma. Int
Arch Allergy Immunol, 1995;107:228-30.

Mizutani T, Layon AJ. Clinica applications of
nitric oxide. Chest, 1996;110:506-24.

Kharitonov SA, Yates D, Springdl DR, Buttery L,
Polak J, Robbins RA, et al. Exhaed nitric oxide is
increased in asthma. Chest, 1995;107(3) suppl.-
1565-75.

Massaro AF, Gaston B, Kita D, Fanta C, Stamler
JS, Drazen JM. Expired nitric oxide levels during
treatment of acute asthma. Am J Respir Crit Care
Med, 1995;152:800-3.

. Yates DH, Kharitonov SA, Robbins RA, Thomas

PS, Barnes PJ. Effect of a nitric oxide synthase
inhibitor and a glucocorticosteroid on exhaled ni-
tric oxide. Am J Respir Crit Care Med, 1995;152:
892-6.

3L

32.

Rev. bras. aerg. imunopatol. — Vol. 27, N° 1, 2004 29

Nelson BV, Sears S, Woods J, Ling CY, Hunt J,
Clapper LM, et al. Expired nitric oxide as a mar-
ker for childhood asthma. J Pediatr, 1997; 130(3):
423-7.

Kharitonov SA, Yates D, Robbins RA, Logan
Sinclair R, Shinebourne EA, Barnes PJ. Increased
nitric oxide in exhaled air of asthmatic patients.
Lancet, 1994;343:133-5.

. Kharitonov SA, Yates DH, Barnes PJ. Inhaled

glucocorticoids decrease nitric oxide in exhaed
air of asthmatic patients. Am J Respir Crit Care
Med, 1996;153:454-7.

. Kharitonov SA, Y ates DH, Chung KF, Barnes PJ.

Changes in the dose of inhaled steroid affect exha-
led nitric oxide levels in asthmatic patients. Eur
Respir J, 1996;9(2):196-201.

. Buchvald F, Binsgaard H. FENO measured at fi-

xed exhalation flow rate during controlled tida
breathing in children from the age of 2 years. Am
J Respir Crit Care Med, 2001;163 (3 Pt 1):699-
704.

Enderego para correspondéncia
Eduardo Costa
R. Conde de Bonfim, 297/sdla 306 — Tijuca

20520-051 -

RiodeJaneiro — RJ

Td: 0XX-21-2568.7118 / 2569.2401
Cdl. 0XX-21-99752270
E-mail: eduardocostamd@hotmail.com



