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Introducao: Varias doengas pulmonares caracterizam-se por
inflamacdo predominantemente neutrofilica. O melhor en-
tendimento do mecanismo de acdo de alguns medicamentos
na inflamacgdo das vias aéreas dessas doencas pode trazer
avancos no tratamento.

Objetivo: Desenvolver um método para induzir uma res-
posta neutrofilica pulmonar em camundongos, sem infeccédo
ativa.

Métodos: Foram utilizados oito camundongos Swiss adul-
tos. O grupo em estudo (n = 4) recebeu um desafio intranasal
com Pseudomonas aeruginosa (Psa) mortas, por congela-
mento, na concentragdo de 1 x 102 urc/ml. O grupo con-
trole (n = 4) foi submetido a um desafio intranasal com soro
fisiolégico. Dois dias ap0Os o desafio intranasal, foi realizado
lavado broncoalveolar (LBA), com realizacdo de contagem
total de células e celularidade diferencial.

Resultados: A contagem total de células foi significativa-
mente superior no grupo com Psa, em relagdo ao grupo con-
trole (mediana de 1,17 x 108 e 0,08 x 1068, respectivamente,
p = 0,029). Além disso, foi encontrado predominio absoluto
de neutrdfilos na celularidade diferencial dos camundongos
que receberam o desafio com Psa.

Conclusao: O modelo de indugdo de doencga pulmonar neu-
trofilica com bactérias mortas, ap6s congelamento, foi de-
senvolvido com sucesso. Este modelo de indugao de respos-
ta inflamatdria neutrofilica no pulméo de camundongos Swiss
pode ser um importante instrumento para testar o efeito
antiinflamatadrio de alguns antimicrobianos na inflamagao das
vias aéreas inferiores. (J Pneumol 2003;29(4):213-6)

Background: Several lung diseases are characterized by a
predominantly neutrophilic inflammation. A better under-
standing of the mechanisms of action of some drugs on the
airway inflammation of such diseases may bring advances to
the treatment.

Objective: To develop a method to induce pulmonary neu-
trophilic response in mice, without active infection.

Methods: Eight adult Swiss mice were used. The study group
(n = 4) received an intranasal challenge with 1 x 10*2 cru/ml
of Pseudomonas aeruginosa (Psa), frozen to death. The con-
trol group (n = 4) received an intranasal challenge with saline
solution. Two days after the intranasal challenge, a bron-
choalveolar lavage (BAL) was performed with total cell and
differential cellularity counts.

Results: The total cell count was significantly higher in the
group with Psa, as compared to the control group (median
of 1.17 x 108 and 0.08 x 1068, respectively, p = 0.029). In
addition to this, an absolute predominance of neutrophils was
found in the differential cellularity of the mice that had re-
ceived the Psa challenge.

Conclusion: The model of inducing a neutrophilic pulmo-
nary disease using frost-dead bacteria was successfully devel-
oped. This neutrophilic inflammatory response induction
model in Swiss mice lungs may be an important tool for test-
ing the anti-inflammatory effect of some antimicrobial drugs
on the inflammation of the lower airways.
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INTRODUCAO

Vérias doencas ou infecg8es respiratdrias induzem uma
resposta inflamatéria predominantemente neutrofilica no
pulméo, tais como fibrose cistica, pan-bronquiolite difusa
e bronquiolite viral aguda.®® Melhor entendimento da fi-
siopatogenia e do mecanismo de acdo de medicamentos
utilizados nessas doencas pode trazer beneficios em rela-
cdo a terapéutica.

Algumas medicacdes, como o0s macrolideos, podem
apresentar efeito antiinflamatdério em doencas pulmo-
nares, além do efeito antimicrobiano.?4% O desenvolvi-
mento de um modelo de inflamagéo pulmonar neutrofi-
lica, sem infecgdo, é fundamental para a realizacdo de
pesquisas com esse tipo de medicac¢do. Estudos recen-
tes com eritromicina, pertencente ao grupo dos macro-
lideos, e utilizada para tratamento de infec¢des bacteria-
nas, demonstraram que esse agente pode inibir a
guimiotaxia de neutréfilos, sendo a interleucina-8 uma
das substéncias mais importantes envolvidas nesse pro-
cess0.58 Outros estudos demonstraram que a eritromi-
cina retarda o metabolismo dos corticosteréides, o que
poderia causar ou potencializar o efeito antiinflamatério
dos macrolideos.” Além disso, o uso de eritromicina por
periodos prolongados (pelo menos dois meses) mostrou-
se clinicamente efetivo no tratamento da pan-bronquio-
lite difusa, uma doencga caracterizada por inflamacéo di-
fusa predominantemente nos bronquiolos.® Qutros
macrolideos, como azitromicina, também apresentaram
efeito antiinflamatorio, em estudos realizados em pacien-
tes com fibrose cistica.®

Protocolos para indugdo de infeccdo pulmonar com
Pseudomonas aeruginosa (Psa) vivas em modelos ani-
mais ja sdo bem estabelecidos.®°1Y O uso do lipopolissa-
carideo bacteriano para estimular resposta imune no pul-
mé&o também é uma forma de modelo experimental ja
utilizada.“*? Contudo, ndo foi encontrado nenhum estu-
do prévio que analisou a eficacia da utilizacdo de bacté-
rias mortas na inducao de resposta inflamatéria pulmonar
neutrofilica em modelos animais. Esse tipo de protocolo
seria tecnicamente de facil execucdo e baixo custo.

O objetivo do presente estudo € desenvolver um méto-
do para induzir resposta neutrofilica pulmonar em camun-
dongos Swiss, sem infec¢cdo bacteriana ativa.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados oito camundongos Swiss, adultos (seis-
oito semanas), machos, provenientes do biotério da PUCRS.

Tais camundongos foram mantidos no Instituto de Pes-
quisas Biomédicas, durante a realizagdo do estudo.
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Siglas e abreviaturas utilizadas neste trabalho
CTC - Contagem total de células

LBA - Lavado broncoalveolar

PBS - Phosphate buffered saline

Psa — Pseudomonas aeruginosa

SF - Solugéo fisiolégica

UFC - Unidade formadora de colbnias

Protocolo para inducéo de neutrofilia pulmonar
com Pseudomonas aeruginosa

As Psa foram fornecidas pelo laboratério de microbio-
logia do Hospital S&o Lucas da PUCRS em uma placa de
cultura. Apo6s raspagem da placa, o material foi diluido
em uma solucgéo salina fosfatada (PBS), para uma concen-
tracdo de 1 x 1013UFC/mL. As Psa foram mortas através
de congelamento do material (a —20°C), para que o efeito
antimicrobiano neste tipo de experimento fosse suprimi-
do. A solucdo com Psa foi novamente diluida até 1 x
10*2UFC/ml, para realizacdo do desafio intranasal.

O grupo em estudo (n = 4) recebeu um desafio intrana-
sal com Psa (Dia 0), para induzir resposta inflamatoria
neutrofilica nas vias aéreas inferiores. Foram instilados
80upl, via intranasal, sob sedacédo. O grupo controle (n =
4), ao invés da solugdo com Psa, recebeu um desafio in-
tranasal com solucdo fisioldgica (SF), com o mesmo volu-
me instilado.®314 A sedacdo consistiu na administragdo
de 0,1mL, intraperitoneal, de uma combinacéo de queta-
mina (0,4mL), xilazina (0,1mL) e sF (0,5mL), para permi-
tir a aspiragdo pulmonar da solugcdo com Psa, devido a
perda do reflexo das vias aéreas superiores.

Lavado broncoalveolar

Dois dias ap0s o desafio intranasal, com Psa ou SF, foi
realizado o lavado broncoalveolar (LBA). Os camundon-
gos foram anestesiados com a mesma solugdo de quetami-
na e xilazina utilizada no desafio intranasal, sendo utiliza-
da uma dose de 0,2mL, intraperitoneal. Ap0ds a anestesia,
foi realizada traqueostomia com canulagdo da traquéia e
fixacdo do tubo. Foi instilada uma aliquota de 1mL de sF,
com uma seringa. Apos cinco segundos de pausa, 0 ma-
terial era aspirado. Tal instilagdo foi repetida trés vezes,
com a mesma solucéo.

Contagem total de células e exame citoldgico
diferencial

A amostra de LBA era pesada e centrifugada (2.000rpm,
por dois minutos). O precipitado era diluido em 1mL de
PBS. Foram realizadas contagem total de células (CTC) e
viabilidade celular a partir dessa suspensdo, em todas as
amostras, através da coloragdo com azul de tripan, em
camara de Neubauer (Boeco, Alemanha).
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Figura 1 — Comparagdo da contagem total de células no LBA entre
0s grupos estudados

Para preparacdo de laminas para citologia diferencial,
40ul da suspensdo eram processados em citocentrifuga
(FANEM, S&o Paulo, Mod. 218), a 500rpm, por cinco mi-
nutos. As laminas foram fixadas com alcool metilico e
coradas com corante May Grunwald Giemsa. As células
foram analisadas conforme sua morfologia. Os tipos de
células observadas ao microscopio Optico, foram expres-
sas em percentagem, apos contagem de 200 células.

Analise estatistica

Os valores sdo descritos como média ou mediana e a
diferenca estatistica foi calculada pelo teste de Mann-
Whitney. As diferencas encontradas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

Etica
O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa em Animais da Instituicdo e foi realizado com base

nas normas utilizadas para pesquisas em modelos ani-
mais.®)

REsuLTADOS

A cTcC no LBA foi significativamente superior no grupo
que recebeu Psa, quando comparado com o grupo con-
trole. A mediana foi de 1,17 x 10% e 0,08 x 10° nos
grupos Psa e controle, respectivamente (p = 0,029). Além
disso, foi encontrado predominio absoluto de neutréfilos
(média: 82%) na celularidade diferencial no grupo de ca-
mundongos que recebeu desafio com Psa. O grupo con-
trole ndo apresentava numero significativo de neutrofilos
no LBA (média: 0%). Os resultados referentes a CTC e 0
percentual dos neutrdéfilos no LBA dos dois grupos estuda-
dos sé@o apresentados nas Figuras 1 e 2, respectivamen-
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Figura 2 — Comparagdo do percentual de neutrdfilos no LBA entre
0s grupos estudados

te. A viabilidade das amostras estudadas no grupo que
recebeu Psa e no grupo controle foi de 80% e 85%, res-
pectivamente.

DiscussAo

Através desse modelo experimental, foi possivel desen-
volver um método para induzir resposta neutrofilica pul-
monar em camundongos, sem infec¢cdo bacteriana ativa.
Foram demonstrados aumento significativo no ndmero
total de células e predominio absoluto de neutr6filos no
lavado broncoalveolar de camundongos Swiss com infla-
macdo pulmonar induzida por bactérias.

Existem diversos modelos experimentais para indugao
de inflamagao pulmonar. Um dos mais conhecidos € um
modelo de inducdo de inflamacdo eosinofilica utilizado
para pesquisa em asma. Esse método utiliza camundon-
gos Balb/c, que sdo animais alérgicos a ovalbumina (OVA).
Aplica-se essa proteina para sensibilizacdo alérgica, atra-
vés de injecOes intraperitoneais. A mesma proteina é uti-
lizada para o desafio, que pode ser por nebulizacdo ou
por via intranasal. Um ou dois dias ap0s o desafio, deve
ser realizado o LBA. Esse modelo é amplamente utilizado
para pesquisa em asma. Diferentes drogas podem ser tes-
tadas através dele, além de outros fatores que podem in-
fluenciar a inflamacédo pulmonar eosinofilica na asma.
Outro modelo bastante conhecido utiliza a inoculagdo de
bactérias vivas. E um modelo utilizado principalmente para
pesquisa em fibrose cistica. E muito Gtil para testar o efei-
to antimicrobiano de muitas medicacg®es.

A utilizacdo de P. aeruginosa vivas para induzir uma
doenca pulmonar neutrofilica em camundongos ja é des-
crita e utilizada.*1t) O fato de que alguns antibiéticos
apresentam efeito antiinflamatoério e a necessidade de
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testar seu efeito e poténcia antiinflamatoria em algumas
doencas tornam o modelo do presente estudo bastante
atil, induzindo-se inflamacéo neutrofilica, sem infeccédo
bacteriana ativa.

O objetivo do presente estudo foi desenvolver um mo-
delo compativel para pesquisa em doencas pulmonares
com inflamagdo neutrofilica, mas sem infeccédo bacteria-
na ativa. Existem outros modelos que utilizam a inocula-
¢do de virus ou lipopolissacarideos (LPs), mas sdo de cus-
tos mais elevados e complexos para sua utilizacdo na
maioria dos laboratorios de pesquisa no Brasil.*12 Neste
trabalho, reproduzimos um modelo semelhante com uma
forma mais simples e acessivel aos laboratorios brasilei-
ros. Como as bactérias patogénicas em geral ndo resis-
tem a temperaturas extremas, o congelamento causa a
morte das P. aeruginosa. Este método constitui-se em
uma forma simples e de baixo custo na inducéo de infla-
macdo pulmonar em modelos animais. Além disso, 0 uso
do desafio intranasal simplifica 0 método de indugédo quan-
do comparado com modelos de instilagéo intratraqueal.
Os modelos que utilizam virus também necessitam inves-
timentos maiores, considerando que o cultivo e os méto-
dos de infeccdo com virus, em geral, séo mais comple-
XOS_(16,17)
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Assim, o presente modelo de inflamacdo neutrofilica
pode tornar-se um instrumento importante para pesquisa
em doengas como fibrose cistica, bronquiolite viral aguda
e bronquiolite obliterante. Além dos antibidticos macroli-
deos, os corticosteroides, antileucotrienos, diuréticos e
imunossupressores sdo exemplos de algumas drogas que
podem ser testadas e comparadas através desse modelo
experimental.

Este modelo experimental € original em relacao a ou-
tros modelos ja descritos, por descrever uma forma sim-
ples e acessivel de desenvolver inflamacao pulmonar neu-
trofilica. E um protocolo de curta durag&o, que nao envolve
procedimentos complexos como cultura de virus, inocu-
lagdo traqueal através de intubagdo ou utilizacdo de ca-
maras de nebulizacdo para o camundongo. O material
utilizado é de baixo custo e a inflamagao pulmonar € in-
tensa.

Concluindo, foi desenvolvido um método simples e de
baixo custo de inducdo de doenca pulmonar neutrofilica
com bactérias mortas em camundongos. Este método
pode potencialmente ser utilizado para estudos experi-
mentais farmacoldgicos no tratamento de doengas como
bronquiolite aguda, fibrose cistica ou bronquiolite oblite-
rante.
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