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Resumo

O presente estudo foi realizado a fim de mensurar o transporte mucociliar em traquéias de cobaias tireoidectomizadas
quimicamente sensibilizadas e desafiadas a ovalbumina. A tireoidectomia foi realizada através da administracdo de
propiltiouracil na dgua de beber durante um periodo de seis semanas. Os animais foram sensibilizados ativamente por
meio de injecdes intraperitoneais de ovoalbumina, sendo utilizados 21 a 50 dias apds a sensibilizacdo. No grupo
desafiado aconteceram duas sessdes sequéncias de inalagdo de 15 minutos (1 mg/mL e 5 mg/mL) 24 horas antes dos
experimentos. Para isso, 0s animais foram anestesiados e fixados em decubito dorsal, injetado dois microlitros de uma
solucdo gelatinosa na traquéia do animal e apds 2 minutos, a traqueia foi aberta e foi medido o transporte mucociliar com
um paquimetro. No grupo controle as cobaias naive apresentaram um transporte mucociliar de 0,68 + 0,07 cm,
sensibilizado de 0,72 + 0,12 cm e desafiado de 0,26 + 0,06 cm (p < 0,01, desafiado vs. naive). No grupo
tireoidectomizado os cobaias naive obtiveram um transporte mucociliar de 1,31 + 0,15 cm, sensibilizado 0,33 + 0,03 cm
e desafiado 0,21 + 0,03 cm (p < 0,05; desafiado vs. sensibilizado ou naive). Conclui-se que a tireoidectomia quimica nio
favoreceu uma interferéncia no transporte mucociliar dos animais sensibilizados ou desafiados.
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Abstract

This study was conducted to measure the mucociliary transport in trachea of guinea pigs thyroidectomy chemically
sensitized and challenged to ovalbumin. The thyroidectomy was realized by administration of propylthiouracil in the
drinking water for a period of six weeks. The animals were actively sensitized by intraperitoneal injections of ovalbumin,
and utilized 21 to 50 days after sensitization. In the challenged group two sessions of inhalation of 15 minutes (1 mg/mL
and 5 mg/mL) 24 hours before the experiments. For this, the animals were anesthetized and fixed in supine position,
injected two microliters of a gelatinous solution in the trachea of the animals and after 2 minutes, the trachea was opened
and measured the mucociliary transport with a caliper. In the control group (naive) the guinea pigs showed a mucociliary
clearance of 0.68 £ 0.07 cm, sensitized 0.72 £ 0.12 cm and challenged 0.26 = 0.06 cm, (p < 0.01; challenged vs. naive
group). In the thyroidectomized group the naive guinea pigs presented an mucociliary clearance of 1.31 + 0.15 cm,
sensitized 0.33 = 0.03 cm and challenged 0.21 + 0.03 cm (p < 0.05; challenged vs. sensitized and naive groups). We
conclude that chemical thyroidectomy did not favor a interference in the mucociliary transport of animals sensitized or
challenged.

Keywords: mucociliary clearance, asthma, hypothyroidism.
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INTRODUCAO

Os pulmdes constituem uma grande superficie
epitelial que estd em contato direto com o ar
ambiente. Por isso, sempre correm o risco de
estarem expostos a patdgenos ou a substancias
potencialmente  danosas  (Chilvers &
O’callaghan, 2000). Para manter-se livre
desses perigos, o epitélio traqueal conta com
varios recursos, dentre os quais o clearence
mucociliar € o mais importante (Sarmento,
2010).

Esse clearence é responsavel pela limpeza do
muco, que € uma solucdo visco-elastica que
existe na forma de uma fina camada sobre a
superficie do epitélio respiratorio. E composto
principalmente de sais, proteinas,
glicoproteinas (mucinas) e agua e tem por
funcdo principal aprisionar as matérias
inaladas que ndo foram filtradas no nariz, além
de umedecer e aquecer o ar inspirado
(Postiaux, 2004; Trindade et al., 2007).

Tanto doencas como exposicdo a poluentes
estdo relacionados ao mal funcionamento do
transporte mucociliar como, por exemplo,
asma, fibrose cistica, doenca pulmonar
obstrutiva cronica, discinesia ciliar primaria,
sindrome de Kartagener entre outras (Chilvers
& O’callaghan, 2000).

A hiperatividade da tiredide, denominada
hipertireoidismo, tem sido relacionada a
exacerbacdo do quadro de asma. Esse fato
provavelmente deve estar associado a
superproducdo de imunoglobulina E (IgE)
(Manzolli et al., 1999) ou de anions superéxido
nos macréfagos e neutrofilos (Jono et al.,
1998).

A asma é uma doenca inflamatéria crénica das
vias aéreas que acomete cerca de 5 a 10% da
populacdo (Lowhagen, 1999) e caracteriza-se
clinicamente por broncoespasmo de carater
geralmente reversivel, sibilo, tosse, aperto no
peito e dispnéia (Mauad et al., 2000; Aidé et
al., 2001). A hipoxemia é comum na asma e
pode ser exacerbada por isso, é preciso a
administracdo de broncodilatadores (Griffiths
& Evans, 2004).

Segundo Lichtman et al. (2012), a asma pode
ser desencadeada ap0s a exposicao inicial do
individuo a um determinado alérgeno. Apoés
esse primeiro contato, imunoglobulinas E (IgE)
sd0 produzidas e estas fixam-se sobre a
superficie de mastdcitos, eosindéfilos, plaquetas
e macrofagos. No segundo contato do
individuo com o antigeno, a IgE liga-se ao
mesmo e promove a liberacdo de histamina
pelos mastdcitos. Ressalta-se que a histamina
atua como um potente mediador inflamatorio e
promove a broncoconstricdo, associado com a
liberacdo de prostaglandinas e leucotrienos
(Cotran et al, 2000).

Sousa (2001) comprovou que a tireoidectomia
quimica, utilizando propiltiouracil e/ou
cirargica, em ratos sensibilizados a ovalbumina
(OVA) ocasionou diminuicdo da resposta
contratil traqueal a OVA e no numero de
celulas no lavado bronco-alveolar, embora ndo
reduziram a hiperreatividade para o carbacol.
Os estudos de Manzolli et al. (1999) e Sousa
(2001), confirmaram que a supressdo da
atividade da tiredide esta relacionada a reducéo
da sensibilidade antigénica (ovoalbumina)
provavelmente por diminuicdo dos niveis de
IgE.

Embora seja incansavelmente estudado, o
mecanismo fisiopatoldgico da asma ainda nao
foi totalmente elucidado. Varios mediadores
ainda permanecem desconhecidos ou néo
possuem um papel bem estabelecido.

Assim, 0 presente estudo teve como objetivo
detectar possiveis alteracdes do transporte
mucociliar em  traqueias de  cobaias
tireoidectomizadas guimicamente,
sensibilizadas e desafiadas a ovoalbumina.
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MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizadas cobaias
machos (n = 36), da espécie Cavia porcellus,
pesando entre 300-500g no inicio dos
experimentos, provenientes do Biotério do
Centro  Universitario Estacio do Ceard
(Estacio/FIC). Os  experimentos  foram
realizados no Laboratorio de Biofisica,
Fisiologia e Farmacologia da mesma
instituicdo. Para tanto, os animais foram
alojados no Biotério em gaiolas plasticas com
tampas metalicas gradeadas de (54 x 20 x 40
cm) durante periodo de quatro semanas.
Durante o periodo de alojamento, a
manipulacdo das cobaias limitou-se a troca de
racdo, agua, limpeza e higienizacdo das
gaiolas. Durante o periodo de alojamento os
animais tiveram livre acesso a agua e racéo .
Os experimentos foram iniciados apos a
aprovagdo pela Comissio de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do
Ceara (Protocolo n°: 81/08).

Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 3 grupos
(naive, sensibilizado e desafiado)
contendo 6 animais em cada, em seguida,
foi mensurado o transporte mucociliar no
grupo  de  animais  saudaveis  (sem
hipotireoidismo; n = 18) e no grupo de animais
com hipotireoidismo (n = 18).

Experimentos in vivo:

1. Métodos de sensibilizacdo e desafio
antigénico

Com intuito de promover a sensibilizacdo (n =
6), os animais foram submetidos a injecOes
intraperitoneais de ovalbumina (chicken egg
albumin, grade 11, Sigma Chemical®, St Louis,
USA; 10 mg/kg, 3 aplicacdes nos dias 1, 3 e 5),
de acordo com adaptacdo do método descrito
por Weinreich; Undem (1987). Os animais
foram utilizados 21 a 50 dias apds a
sensibilizacdo, conforme descrito na literatura
(Bastos et al., 2009; Pinho et al. 2012).

Para o grupo desafiado (n = 6), um grupo de
animais sensibilizados foram submetidos (no
23° dia ap6s o periodo de sensibilizacdo) ao

desafio antigénico (broncoprovocacdo) por
inalagdo. O desafio ocorreu 24 horas antes dos
experimentos in vivo. Para tal os animais foram
colocados em uma outra caixa de acrilico com
tamanho reduzido (30 x 16,6 x 19,8 cm). Na
parte superior da caixa existe uma tampa
removivel para introducdo dos animais. Nas
porcOes laterais existem dois orificios: um para
acoplar o nebulizador ultra-sénico e o outro
para servir de escape, evitando a reinalacdo do
ar expirado.

A ovalbumina inalada foi diluida em solucdo
salina (NaCl 0,9%), o periodo de duracdo da
inalacdo durou um total de 30 minutos: 15
minutos na concentracdo de 1 mg/mL e 15
minutos na concentracgdo de 5 mg/mL. Os
animais naive (n = 6) ndo foram submetidos a
nenhum tipo de tratamento.

2. Protocolo do desenvolvimento do
hipotireoidismo

A tireoidectomia quimica foi realizada através
da administracdo oral de propiltiouracil (Sigma
Chemical®, St Louis, USA) diluido
diariamente na agua de beber dos animais,
durante um periodo de seis semanas (42 dias).
A concentracdo na agua foi de 0,05%. O
controle deste grupo foi constituido de animais
naives (sem tratamento prévio) que ingeriram
apenas agua, sem propiltiouracil. Antes e apos
0 periodo de administracdo de propiltiouracil,
foi coletada uma amostra de sangue pela
puncdo do plexo retro-orbital dos animais para
realizacdio do exame de dosagem de
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), para
constatar a tireoidectomia quimica. As
concentracdes plasmaticas de T3 e T4 foram
determinadas pela tecnica da
quimioluminescéncia (Access Immunoassay
System, Sanofi Diagnostics Pasteur Inc.,
Chaska, MN, USA.), usando-se kit comercial,
segundo o protocolo do fabricante.

Experimentos in vitro:

1. Mensuragéo da velocidade mucociliar

Os animais foram anestesiados com hidrato de
cloral a 40% (1 mL/kg; i.p.), ap6s a verificacdo
da anestesia através do pingcamento da pata e
auséncia de resposta foi  considerado
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anestesiado o animal, e pronto para o inicio do
procedimento cirdrgico. Os animais foram
fixados em posicdo horizontal e decubito
dorsal, para que ndo haja maior risco de erro
durante a medicao do percurso do muco.

Apo6s serem colocados na posicdo descrita
anteriormente, foram injetados com uma
microseringa em um ponto da traquéia, 2ul de
uma solugdo gelatinosa a 0,3g/ml contendo
0,5% do corante azul de Evans. Decorridos
dois minutos, as traqueias foram abertas e, a
partir do ponto de injecdo, foi medido o
transporte  mucociliar  através de um
paquimetro (Kimoto et al., 1999). Apo6s o
processo de mensuracdo do transporte
mucociliar, os animais foram eutanasiados
(exsanguinagdo pela artéria carotida esquerda)
e suas carcagas foram encaminhadas para
coleta seletiva sob responsabilidade da
instituicao.

Analise dos dados

A anélise dos dados foi realizada com auxilio
do software SigmaPlot versdo 11 (Systat
Software Inc., San Jose, USA), utilizando a
Anélise de Variancia (ANOVA), seguido pelo
teste de Holm Sidak e t de Student (p < 0,05).

RESULTADOS

Ao ser verificado o Transporte Mucociliar
(TMC) no grupo de animais naive (n = 6), foi
detectado um percurso de 0,68 = 0,07 cm; nos
animais sensibilizados (n = 6) a ovalbumina foi
de 0,72 £ 0,12 cm e nos sensibilizados /
desafiados (n = 6) o TMC foi de de 0,26 + 0,06
cm (P < 0,01; one-way ANOVA, seguido pelo
teste de Holm-Sidak; desafiado vs.
sensibilizados ou naive) (Figura 1).

08 4

05

Distancia percorrida (cm)

00 -

Naive Sens Des

Figura 1. Efeito da sensibilizacdo e desafio
antigénico no transporte mucociliar em
traqueias de cobaias. Figura da distancia
percorrida pelo marcador (azul de Evans)
instilado na luz da traquéia de cobaias
anestesiados naive (n = 6), sensibilizados (n =
6) ou desafiados (n = 6) ao antigeno
sensibilizante (OVA). Os animais desafiados
foram submetidos a inalacio de OVA 24h
antes dos experimentos. Os animais naive
inalaram solucdo salina. Dados apresentados
em média + EPM. ® p < 0,01 (one-way
ANOVA; seguido pelo teste de Holm-Sidak)

em relacdo ao grupo naive e sensibilizado.
Figure 1. Effect of antigen challenge and sensitization in
tracheal mucociliary transport of guinea pigs. Figure the
distance traversed by a marker (Evans blue) instilled on
the luminal surface of the guinea pig trachea naive (n =
6), sensitized (n = 6) or challenged (n = 6) by antigen
(OVA). The challenged animals were submitted to
inhalation of OVA 24 hours before the experiments. The
naive animals inhaled saline. Data presented as mean +
SEM. # p < 0.01 (one-way ANOVA, followed by the
Holm-Sidak test) compared to naive and sensitized
group.

Na analise inicial de T3 e T4 (n = 18), , foram
verificados valores de: T3 = 1,16 = 0,07 nmol/l
e de T4 = 28,40 = 3,24 nmol/l, e apds o
processo de tireoidectomia quimica, esses
hormoénios apresentaram 0s seguintes valores:
T3 =0,93 £ 0,04 nmol/l e T4 = 18,69 + 1,11
nmol/l. As alteracBes nos niveis de T3 nado
foram significativas, porém ocorreu reducao
significativa (p < 0,05; teste t de Student
pareado) nos valores de T4.

Quando avaliado o transporte mucociliar do
grupo de animais sensibilizados e desafiados
submetidos ao processo de tireoidectomia
quimica, os animais naive (n = 6) tiveram um
percurso de 1,31 + 0,15 cm nesse transporte,
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os sensibilizados (n = 6) de 0,33 £ 0,03 cm e 0s
sensibilizados/desafiados (n = 6) de 0,21 *
0,03 cm. O grupo de animais sensibilizados
apresentou uma reducdo significativa (p <
0,01; one-way ANOVA,; seguido pelo teste de
Holm-Sidak) no transporte mucociliar com
relacgdo ao grupo de animais naive, essa
reducdo significativa (p < 0,05; one-way
ANOVA; seguido pelo teste de Holm-Sidak),
com relagdo ao grupo naive, tambeém foi
evidenciada em relacdo ao grupo de animais
desafiados (Figura 2).
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Figura 2. Efeito da tireoidectomia quimica e
da sensibilizacdo e desafio antigénico no
transporte mucociliar em tragqueias de cobaias.
Figura da distancia percorrida pelo marcador
(azul de Evans) instilado na luz da traquéia de
cobaias tireoidectomizadas  quimicamente
divididas nos grupos naive (n = 6)
sensibilizado (n = 6) ou desafiados (n = 6) ao
antigeno sensibilizante (OVA). Os animais
desafiados foram submetidos a inalacdo de
OVA 24h antes dos experimentos. Os animais
naive (n = 6) inalaram solucdo salina e nao
sofreram  tireoidectomia quimica. Dados
apresentados em média + EPM. ® p < 0,01
(one-way ANOVA; seguido pelo teste de
Holm-Sidak) em relacdo ao grupo naive. ® p <
0,05 (one-way ANOVA; seguido pelo teste de
Holm-Sidak) em relacdo ao  grupo
sensibilizado.
Figure 2. Effect of chemical thyroidectomy in tracheal
mucociliary transport of guinea pigs submitted to
antigen challenge. Figure the distance traveled by the
marker (Evans blue) instilled on the luminal surface of
the guinea pig trachea in animals naive (n = 6) or

chemical thyroidectomy - sensitized (n = 6) or
challenged (n = 6) by antigen (OVA). The challenged

animals were submitted to inhalation of OVA 24 hours
before the experiments. The naive animals (n = 6)
inhaled saline and suffered no chemical thyroidectomy.
Data presented as mean = SEM. ® p < 0.01 (one-way
ANOVA, followed by the Holm-Sidak test) compared to
naive group. ® p < 0.05 (one-way ANOVA, followed by
the Holm-Sidak test) compared to sensitized group.

DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido com o intuito de
explorar como se comporta 0 transporte
mucociliar em animais asmaticos com
hipotireoidismo. Estudos apontam que animais
com deficiéncia nos hormonios tireoidianos
apresentaram:  diminuicdo  das  ceélulas
inflamatérias no lavado bronco-alveolar
(Manzolli et al.,, 1999) e impedimento da
hiperreatividade traqueal (Sousa, 2001).

O epitelio traqueal tem a funcéo principal de
aprisionar as matérias inaladas que ndo foram
filtradas no nariz, além de umidificar e aquecer
0 ar inspirado (Lopez & Laurentys-Medeiros,
2004; Sarmento, 2010).

Saraiva-Barros (2002), utilizando processo de
sensibilizacdo antigénica de cobaias, observou
ao estudo histoloégico que nas traqueias dos
animais  sensibilizados  ocorre  discreta
congestdo de vasos sanguineos; em animais
desafiados, ocorre uma diminuicdo das células
caliciformes, pequeno exudato inflamatorio
crénico na lamina prépria, presenca discreta de
mastacitos, acimulo de eosinéfilos no limen
traqueal e lesdo do epitélio ciliar.

Os trabalhos de Cheng et al. (2001); Bastos
(2001); Sousa (2001); Saraiva-Barros (2002);
Sousa et al. (2011) destacam que a
ovoalbumina é uma substdncia capaz de
provocar alteragdes do tecido traqueal de forma
semelhante a encontrada na asma, conforme
destacado no presente estudo, ja que 0s animais
desafiados a ovalbumina apresentaram reducéo
do transporte mucociliar, comprovando o0s
efeitos deletérios da asma no tecido traqueal.

Esses dados confirmam os estudos de Saraiva-
Barros (2002); Chilvers et al. (2003); Pinho
(2007), Bastos et al. (2011) e Vasconcelos et
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al. (2011), os quais confirmam que varias
doengas e/ou a exposicdo a poluentes estdo
relacionadas ao mal funcionamento do
transporte mucociliar, tais como a asma,
fibrose cistica e doenca pulmonar obstrutiva
cronica. Na asma, Saraiva-Barros (2002),
Pinho (2007) e Bastos et al. (2009) destacam
que, em parte, o dano direto ao epitélio da via
aérea se deve a sua destruicéo ciliar.

O estudo do transporte do muco, por agéo ciliar
e por tosse, pode ser realizado tanto in vivo
como in vitro. A vantagem dos métodos in
vitro estd em permitir o isolamento das
variaveis que se deseja estudar. Consegue-se,
entdo, avaliar o epitélio ciliar, as propriedades
fisico-quimicas do muco e o seu transporte
como varidveis independentes, o que ndo é
possivel in vivo (Kimoto et al., 1999; Zanchet,
2003). Esses métodos sdo muito importantes
principalmente no que tange a comprovacao
cientifica de técnicas de higiene brdnquica ou
de drogas mucoliticas, cujo produto final é a
expectoracdo de muco (Zanchet et al., 2007).
Em relacdo a utilizagdo de cobaias nos
experimento, € destacado na literatura a
semelhanca entre as cobaias e 0S seres
humanos em relacdo as respostas contrateis e
relaxantes a  varias  substdncias, ao
envolvimento de  mediadores  quimicos
similares em respostas induzidas por antigenos
(Collier & James, 1967) e as alteracdes
histopatoldgicas observadas ao nivel dos
pulmd@es apds o desafio antigénico (Kallos &
Kallos, 1984; Bastos, 2001).

Zacharisen & Fink (2000) destacam que a
asma é uma das doencas mais comuns na
atualidade e o tratamento medicamentoso atual
pode ocasionar efeitos adversos como
tremores, taquicardia, nervosismo, palpitacGes
e dispnéia, destacam ainda que tais alteracdes
podem ser exacerbadas em pacientes que
apresentam hipertireoidismo.

Partindo desse pressuposto, no presente estudo
0S animais  pertencentes a0  grupo
hipotireoidismo - confirmado pela reducdo
significativa no valor de T4 e auséncia de
diferencas significativas no valor de T3
(Serakides et al., 2002), apresentaram reducéo

da distancia percorrida pelo muco nos grupos
submetidos ao processo de sensibilizacdo e/ou
desafio antigénico. O fato desta reducdo no
transporte mucociliar em traqueias de cobaias
sensibilizadas com hipotireoidismo pode ser
explicado por Serakides et al. (2002), no qual
afirmam que a administracdo de propiltiouracil
induz hiperplasia da tireoide. Essa alteracéo
associada ao dano epitelial no processo de
sensibilizacdo podem ser fatores sinérgicos
para esta reducao.

Também destaca-se que a inflamacdo nas vias
aéreas e a consequente alteracdo da quantidade
e qualidade do muco secretado possam
favorecer uma interferéncia no transporte
mucociliar  de  traqueias de  cobaias
tireoidectomizadas submetidas a sensibilizacdo
e desafio antigénicos, 0 que parece nao ter
influéncia com relacdo a reducdo da
hiperreatividade  traqueal nos  animais
asmaticos com hipotireoidismo (Sousa, 2001).
Manzolli et al. (1999) acrescentam que o0s
animais com hipotireoidismo, induzido por
propiltiouracil, apresentaram diminui¢do das
células inflamatorias em animais asmaticos,
provavelmente por um decréscimo na producéo
de IgE.

No entanto Nguyen & Luong (2004) destacam
que em uma minoria de pacientes com
hipertireoidismo tratados com o propiltiouracil
pode ocorrer exacerbacdo de sintomas
caracteristicos do processo asmatico, por
exemplo, inflamagdo pulmonar e angustia
respiratoria. Os autores destacam que a asma
induzida por propiltiouracil (PTU) € rara,
sendo 0s sintomas ocasionados por um
fendmeno de hipersensibilidade.

O estudo de Prata et al. (2011) destaca que em
animais que mimetizam um quadro de asma,
submetidos a  tireoidectomia  cirlrgica
(glandulas tireoideas retiradas por meio de
dissecagdo com cotonetes de algoddo), o
transporte mucociliar foi significativamente
reduzido quando comparado ao grupo naive,
tais achados corroboram com o presente
estudo.
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Vale ressaltar que varios fatores interferem na
atividade ciliar, como a adenosina trifosfato
(ATP) e o aumento intracelular de Ca**. Assim
como, O aumento de adenosina 3'5'-
monofosfato ciclico (AMPc), calmodulina,
oxido nitrico ou de inositol trifosfato (IP3)
incrementam a atividade ciliar e os Agonistas
adrenérgicos [, e a atividade fisica aumentam a
frequéncia de batimento ciliar, no entanto, o
sono, pneumonias e a idade diminuem este
batimento. A atividade ciliar é ainda modulada
por mediadores quimicos, transmissores
autondmicos, horménios, neuropeptideos,
umidade e temperatura; também é maior nas
mulheres que nos homens (Chilvers &
O’callaghan, 2000; Postiaux, 2004), por isso, 0
presente estudo deve ser analisado com
cautela.

Sera necessario a realizacdo de novos estudos
com o intuito de descobrir e desenvolver
terapias direcionadas ao tratamento das
doencas das vias aéreas (Voynow & Rubin,
2009).

CONCLUSAO

O método de sensibilizacdo e desafio foram
efetivos, pois o0s animais demonstraram
alteracdo no transporte mucociliar quando
comparado ao grupo naive. Este estudo
evidenciou que os animais sensibilizados ou
desafiados com quadro de hipotireoidismo ndo
apresentaram uma melhora no transporte
mucociliar em animais que mimetizam um
quadro de asma.
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