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RESUMO

LANZETTI, Manuella. O envolvimento do estresse oxidativo e nitrosativo em modelo
de doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) induzido por elastase. 2012. 116 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias - Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2012

Esse estudo buscou investigar o papel do estresse oxidativo e nitrosativo no
enfisema pulmonar induzido por elastase. Foram utilizados camundongos machos
C57BL/6 submetidos a dois modelos de indugdo do enfisema por elastase
pancreatica suina (PPE): intratraqueal (i.t.) e intranasal (i.n.). No modelo
intratraqueal a PPE foi instilada nas doses de 0,05 U ou 0,5 U/camundongo para
avaliacao temporal do enfisema 7, 14 e 21 dias apés instilacdo de PPE. Em outra
etapa, o papel da iNOS foi avaliado através da sua inibigdo farmacoldgica por
aminoguanidina (AMG) 1% na agua de beber ou pela sua exclusdo genética em
camundongos deficientes em iINOS que tiveram o enfisema induzido por 0,5 U PPE
i.t. apos 21 dias. No modelo intranasal a dose de PPE foi 3 U/camundongo para
avaliacao temporal do enfisema (1, 7, 14 e 21 dias ap6s PPE). O papel do estresse
oxidativo e nitrosativo foi avaliado com diferentes tratamentos antioxidantes na agua
de beber: tempol, apocinina+alopurinol, n-acetilcisteina, vitamina C+E, e
aminoguanidina durante os 21 dias de indugdo do enfisema. Os grupos controles
foram submetidos a instilagdo de salina. Lavado broncoalveolar, imunoensaios,
analises bioquimicas de estresse oxidativo e ensaios morfométricos foram realizados
nos pulmdes dos animais. O enfisema foi histologicamente alcangado em 21 dias
apos 0,5 U PPE i.t., evidenciado pelo aumento do didmetro alveolar médio — Lm e da
densidade de volume dos espacos alveolares - Vv, em comparagdo ao grupo
controle. TNF-a foi aumentado em 7 e 14 dias apés 0,5 U PPE comparados ao
controle, concomitante com a reducéo de IL-10 nos mesmos periodos, comparados
ao controle. O estresse oxidativo foi observado na fase inicial do enfisema, com
aumento dos niveis de nitrito, TBARS e superodxido dismutase no grupo 7 dias apos
0,5 U PPE (i.t.) quando comparados ao controle ao passo que no modelo intranasal
as alteragdes tipicas do estresse foram vistas no grupo 1 dia apos 3 U de PPE.
Atividade da glutationa peroxidase foi aumentada em todos os grupos PPE (i.t.). A
exposi¢cao a 0,5 U PPE induziu o aumento da iNOS, eNOS e nitrotirosina, sendo
revertido no grupo PPE+AMG. Os animais tratados com AMG 1% e os deficientes
em INOS tiveram o enfisema atenuado histologicamente, mantendo o Lm e o Vvgir
semelhantes ao grupo controle. Os grupos tratados com n-acetilcisteina e
aminoguanidina no modelo i.n. tiveram redu¢do do Lm quando comparados ao grupo
PPE. Esses resultados sugerem que as vias de estresse oxidativo e nitrosativo séo
disparadas pela produgdo de Oxido nitrico via INOS no enfisema pulmonar. A
modulacdo da iNOS parece uma estratégia promissora no estabelecimento do
enfisema pulmonar.

Palavras-chave: DPOC. Protease. Estresse oxidativo. Inflamacdo. iNOS.
Antioxidante. Camundongo.



ABSTRACT

This study investigated the role of oxidative and nitrosative stress in elastase-
induced pulmonary emphysema. C57BL/6 male mice were used submitted to two
models of emphysema induced by porcine pancreatic elastase (PPE): intratracheal
(i.t.) and intranasal (i.n.). In the intratracheal model PPE was instilled at doses of 0.05
U or 0.5 U/mouse (i.t.) to temporal evaluation of emphysema 7, 14 and 21 days post-
PPE instillation. Others sets of experiments, the role of INOS was evaluated through
its pharmacology inhibition by 1% aminoguanidine (AMG) into the drinking water or bt
INOS genetic exclusion in iINOS-deficient mice which had induced emphysema by 0.5
U PPE i.t. after 21 days. In the intranasal model the PPE dose was 3 U/mouse to
temporal evaluation of emphysema (1, 7, 14 and 21 days after PPE). The role of
oxidative and nitrosative stress was evaluated using different antioxidant treatments
into the drinking water: tempol, apocynin+allopurinol, N-acetylcysteine, vitamin C+E
and aminoguanidine during the 21 days of emphysema induction. Control groups
were instilled with saline. Bronchoalveolar lavage, immunoassays, biochemical
analysis of oxidative stress and morphometric tests were performed in the lungs of
animals. The emphysema was histologically reached 21 days after 0.5 U PPE, as
evidenced by an increase in alveolar diameter - Lm and volume density of the
alveolar spaces - Vvair compared to the control group. TNF-a was increased in 7 and
14 days after 0.5 U PPE compared to the control, concomitant with reduction of IL-10
at the same time-points compared to the control. Oxidative stress was observed in
the early stages of emphysema, with increased levels of nitrite, TBARS and
superoxide dismutase in group 7 days after 0.5 U PPE (i.t.) compared to the control,
while in the intranasal model the typical stress alterations were seen in group 1 day
after 3 U PPE. Glutathione peroxidase activity was increased in all PPE groups (i.t.).
Exposure to 0.5 U PPE induced the increase of INOS, eNOS and nitrotyrosine, being
reversed in the AMG+PPE group. Animals treated with 1% AMG and the iINOS
deficient had emphysema histologically attenuated keeping Lm and Vvair similar to
the control group. The groups treated with n-acetylcysteine and aminoguanidine in
the intranasal model presented reduction of Lm when compared to PPE group.
These results suggest that the process of oxidative and nitrosative stress are
triggered by nitric oxide production via iINOS in pulmonary emphysema. iNOS
modulation seems a promising strategy in the establishment of pulmonary
emphysema.

Keywords: COPD. Protease. Oxidative stress. Inflammation. iNOS. Antioxidant.
Mouse.
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INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) provoca um grande impacto na
saude publica mundial, uma vez que representa, segundo a Organizacdo Mundial de
Salde (OMS), a terceira causa de morte em paises de renda média* e ainda ndo possui
tratamentos capazes de combater as disfun¢des provocadas com o avancgo da doenca
(BARNES, 2012). A DPOC ocorre com um processo inflamatério das vias aéreas
associado, caracterizado pelo acimulo de células inflamatérias, como macrofagos e
neutrofilos. O enfisema pulmonar € uma das maiores manifestacdes da DPOC e é
patologicamente caracterizado pela quebra da arquitetura pulmonar, com alargamento
dos espacos aéreos devido a destruicdo das paredes alveolares (SNIDER, 1992b;
NAGAI et al., 1994).

O desenvolvimento do enfisema pulmonar esta associado a um excesso relativo
de proteases elastoliticas que degradam o tecido conjuntivo do pulméo e uma relativa
escassez de defesas antiproteoliticas, ou seja, dos seus inibidores naturais, teoria essa
comumente referida como a hipotese do “desequilibrio protease/antiprotease”, que
envolve principalmente proteases serina como elastase de neutréfilos e
metaloproteases de matriz (MMPS).

Além disso, estudos tém relacionado o desenvolvimento do enfisema a uma
consideravel deplecao das defesas antioxidantes como glutationa, catalase, superoxido
dismutase e as diferentes peroxidases e transferases, caracterizando a teoria do
“‘desequilibrio entre oxidante/antioxidante”, que envolve a deplecdo de moléculas
biologicas eficazes em reduzir compostos oxidados, radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (ROS) em consequéncia do aumento da concentracdo dos mesmos
(MACNEE; RAHMAN, 1999; RAHMAN; ADCOCK, 2006). Dessa forma, levanta-se a
hipétese de que mecanismos oxidativos nos pulmdes de camundongos podem estar

ativados mesmo sobre estimulo proteolitico, proveniente da acdo de elastases.

'o endereco eletronico da OMS é: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/index.html. Acesso em:
04 de agosto de 2012.
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1 PULMAO

Os pulmbes sado 6rgdos especializados e vitais para 0s seres humanos, e estao
presentes em duas unidades na cavidade toracica, um do lado esquerdo e outro do
lado direito e, juntamente com as vias respiratorias, compde o sistema respiratorio. As
vias respiratorias sado subdivididas em porcdo condutora, local de fluxo do ar para
atingir e sair dos pulmdes, e porcao respiratdria, parte das vias respiratorias na qual
ocorre a troca gasosa. A por¢cao condutora abrange as cavidades nasais, e por vezes a
oral, a nasofaringe e orofaringe, a laringe, a traqueia e o par de brénquios principais ou
primarios que adentram pelos pulmdes e se ramificam dando origem aos bronquiolos
de distribuicdo. Ja a porcao respiratoria € composta de bronquiolos respiratorios, ductos
alveolares, sacos alveolares e alvéolos (Figura 1A) (ROSS; PAWLINA, 2007). Os
pulmdes sdo os principais constituintes desse sistema por serem eles 0s responsaveis
pela captacdo de oxigénio do ar ambiente e pela efetiva troca gasosa que acontece
durante a respiracao, processo chamado de ventilacdo. Essa troca gasosa depende de
uma estrutura chamada barreira hematoaérea, que é o local exato onde ocorre a troca
entre oxigénio (O,) e gas carbdnico (CO,), e é formada pela juncdo de células
endoteliais dos capilares sanguineos e células epiteliais tipo | dos septos alveolares
juntamente com suas respectivas laminas basais (Figura 1B) (ROSS; PAWLINA, 2007).

Essa conformacéao levanta indicios de que a preservacao dos septos alveolares é
imprescindivel para o bom funcionamento do 6rgdo, afim de que proporcione uma
respiracdo 100 % eficaz, isto €, a completa detoxicacdo do CO, com a incorporacao do
0., em volume ideal para suprir as necessidades fisiolégicas. Por essa razdo os
alvéolos sao tidos como unidade funcional do pulmao.

No entanto, outros tipos celulares também sdo encontrados nos pulmdes. Além
das células epiteliais do tipo | (pneumacitos tipo 1), que revestem 95% da superficie dos
alvéolos, também estdo presentes constitutivamente células epiteliais do tipo Il
(pneumdcitos tipo 1) produtoras de surfactante, células bronquiolares nao ciliadas

(células de clara) nos bronquiolos terminais, macréfagos alveolares e fibroblastos no
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intersticio da parede alveolar (Figura 1C). Outros tipos celulares também podem ocorrer
nos pulmdes, especialmente células do tecido conjuntivo, como leucdcitos circulantes,
células do tecido nervoso e muscular, sem, no entanto, serem tidas como células
residentes dos pulmdes (ROSS; PAWLINA, 2007).

Além do componente celular, o tecido conjuntivo também estd presente nos
pulmdes, especialmente sob a forma de matriz extracelular que mantém a
histoarquitetura pulmonar. A ocorréncia dos espacos alveolares arranjados como
cachos de uva se deve ao importante componente estrutural presente dentro das
paredes septais. Fibras colagenas e elasticas se entrelagam conferindo ao 6rgéo forca
ténsil e a capacidade de distenséo limitada, a fim de evitar a lacerac¢ao do tecido a partir
do estiramento excessivo, juntamente com a capacidade de retornar a posi¢ao original.
Portanto esses componentes sdo fundamentais para a organizagdo do parénquima
pulmonar e a sua preservacdo é de suma importancia para que o0 0Orgao possa
desempenhar plenamente o mecanismo da ventilagdo pulmonar. Dessa forma,
evidencia-se a intima relacdo entre os componentes estrutural e funcional do 6rgao.
Sendo assim, a ocorréncia de fibras colagenas, especialmente do tipo Ill, fibras

elasticas e proteoglicanos é comum no intersticio.
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Figura 1. Representacdo macro e microscopica dos componentes pulmonares. A)
Disposicdo anatdomica dos pulmdes e sua arvore brénquica. B) Eletromicrografia da
barreira hemato-aérea no septo alveolar. C) Esquema histolégico identificando os tipos
celulares residentes dos pulmdes. ma — macrofago alveolar, cf — fibras de tecido
conjuntivo, en — nucleo de célula endotelial, epl — nacleo de célula epitelial |, cap —

capilar pulmonar, a — espaco alveolar. (BURRI, 2011)
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1.1 Doenc¢a Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC)

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é caracterizada pela limitagdo do
fluxo de ar geralmente progressiva, alterando a respira¢cao normal e oferecendo risco de
vida aos individuos, ndo sendo totalmente reversivel (FABBRI et al., 2004; ADCOCK et
al., 2011). A DPOC é uma das maiores causas de mortalidade e morbidade em paises
desenvolvidos e sua prevaléncia ainda é crescente (PAUWELS, 2000). Dados online?
da OMS estimam que a DPOC foi a quinta causa de morte em 2005 e em 2030 sera a
guarta causa de morte no mundo. Mas sabe-se que esses dados sdo subestimados,
pois a DPOC s06 costuma ser diagnosticada quando é aparente clinicamente e ja esta
moderadamente avancada. Por essa razdo a OMS recomenda a abordagem dos
fendtipos de bronquite cronica, enfisema e obstru¢do cronica das vias aéreas como um
diagnostico unico de DPOC, tornando-se uma abordagem mais abrangente. No
entanto, o enfisema pulmonar é a principal manifestacdo da DPOC.

Diversos fatores de risco contribuem para o seu desenvolvimento, sendo a
fumaca de cigarro o principal deles. Outros fatores como poluicdo ambiental, queima de
biomassas e disturbios genéticos também podem levar ao desenvolvimento dessa
doenca. Dados da literatura mostram que 15 a 20% dos fumantes desenvolvem
enfisema. No entanto, existe um dado relevante que mostra que aproximadamente 25%
dos pacientes enfisematosos nunca fumaram (SALVI; BARNES, 2009). Essa estimativa
favorece o entendimento da DPOC como uma doenca multifatorial, envolvendo fatores
intrinsecos e extrinsecos ao individuo.

No que tange aos fatores intrinsecos, a alteracdo genética que acarreta em
deficiéncia na sintese ou secreg¢do de inibidores de protease a1, é o fator chave de
embasamento para uma das teorias mais bem estabelecidas sobre a patogénese do
enfisema — o desequilibrio entre protease e antiprotease. Essa teoria comecou a ser

descrita em 1956 a partir de experimentos feitos em coelhos vivos, onde Lewis Thomas

2 0 endereco eletrdnico da OMS é: http://www.who.int/topics/chronic_obstructive_pulmonary_disease/en. Acesso em:
04 de agosto de 2012.
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mostrou que as orelhas de coelhos poderiam entrar em colapso algumas horas apos
injecdo de papaina, um tipo de protease inespecifica. Esse colapso ocorria em funcao
da degradacao de cartilagem e apés 3 a 4 dias era completamente revertido através da
producao de sulfato de condroitina (THOMAS, 1956; TURINO, 2002). Esses resultados
favoreceram estudos com outras proteases, como as elastases e colagenases,
especificas para determinados componentes do tecido conjuntivo. O uso dessas
enzimas em pulmdes de animais demonstrou o rapido potencial em degradar elastina e
colageno, bem como cartilagem, e as consequéncias dessa degradacdo sobre
parametros mecanicos de distenséo e rigidez ligados as alteracbes na morfologia das
vias aéreas pulmonares (TURINO et al.,, 1968). Quando em 1967, Ganrot e Laurell
publicaram o classico artigo que provava que membros de familias com baixos niveis
séricos de al-antitripsina apresentavam alta prevaléncia de enfisema pulmonar em
individuos de ambos os sexos e em idades mais precoces que a populacdo fumante
normalmente desenvolve (GANROT et al., 1967). A literatura entdo apontava dois
fatores como importantes causadores do enfisema: a acdo de proteases e a deficiéncia
de antiproteases.

Em meados dos anos 60, surgiu um novo achado que corroborava para a
consolidacdo dessa teoria. Janoff e Scherer demonstraram que neutréfilos humanos
normais contém uma potente elastase, e que esta pode ganhar os pulmdes facilmente
através da vasculatura pulmonar e dos constituintes celulares que naturalmente cruzam
os pulmdes (JANOFF; SCHERER, 1968). Dai em diante os estudos comprovaram que
o soro de individuos com deficiéncia de al-antitripsina ndo apresentavam defesas
antiproteoliticas contra essa elastase (TURINO et al., 1969). Logo, modelos animais
gue demonstravam os efeitos de elastase neutrofilica e papaina sobre os componentes
morfolégicos e mecéanicos dos pulmdes comecaram a ser desenvolvidos (SNIDER et
al., 1974; SENIOR et al., 1977). A base da teoria do desequilibrio proteolitico defende
gue a lesdo tecidual pulmonar é resultado do excesso de enzimas proteoliticas
liberadas por células inflamatérias como neutrofilos e macréfagos (JANOFF, 1985;
STARCHER; WILLIAMS, 1989; SHAPIRO et al.,, 1991). A Tabela 1 publicada por
Shapiro em 1999 demonstra todas as elastase presentes no parénquima pulmonar

humano.
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Tabela 1. Elastases presentes no parénquima pulmonar, adaptada de (SHAPIRO,
1999)

ATV
Massa , Substratos da t|V|d?§e
Classe . " Célula de . elastolitica
S Enzima Molecular . MEC além da .
enzimatica origem . relativa, pH 7,5
(KD) elastina
(%)
Protease serina Elast 27-31 componentes
astase Neutréfilo da MB* 100
neutrofilica .
(mondcito)
28-34 componentes
Proteinase 3 Neutrofilo da MB* 40
(mondcito)
27 -32 componentes
5fi Bt 2
Catepsina G Neutrlofllo daM 0
(mondcito,
mastaocito)
Metaloprotease 92-KD Colageno
de matriz gelatinase 92-95 Macrofago desnaturado, 30
neutréfilo tipos IV, Ve VI
eosindfilo
Elastase componentes
macrofagica 54 Macroéfago da MBT 35
Protease (Inativa em pH
cisteina Catepsina L 29 Macroéfago 7,5) ol
Catepsina S 28 Macroéfago (desconhecido) 800
CélulaT

Definicdo da abreviacdo: MB = membrana basal
*denota a forma da pré-enzima (zimogénio); T Componentes da membrana basal que
incluem fibronectina, laminina, entactina, vitronectina e colageno tipo IV (dominios nao-
elicoidais); { Essas enzimas sdo mais potentes que a elastase neutrofilica em pH 5,5.
Parénteses denotam pequenas fontes celulares.

Dados da literatura mostram que existe uma correlacdo positiva entre o nimero
de macréfagos nos septos alveolares e o0 estagio enfisematoso de médio a moderado
em pacientes com DPOC (TETLEY, 2002). Isso demonstra que 0 componente
inflamatorio esta intimamente associado a essa doenca e é fundamental para perpetuar
o desequilibrio proteolitico. Logo, associar essa alteracdo com as modificacfes
histolégicas evidentes do enfisema parece estabelecer uma forte relacdo causa-

consequéncia.
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O enfisema pulmonar € caracterizado pelo alargamento anormal das regifes
respiratérias dos pulmdes distais aos bronquiolos terminais, acompanhado de
destruicdo das paredes alveolares, com perda de tecido por unidade de volume, isto €,
destruicdo septal com alargamento dos espacos alveolares (SNIDER, 1985). O
enfisema pode ser classificado de acordo com a sua localizacdo nos pulmdes
(DUNNILL, 1979; SNIDER, 1992b; SNIDER, 1992a). Dentre os tipos existentes dois
deles representam os principais tipos de lesdes que acometem os humanos. O tipo
panacinar que envolve o alargamento do espaco alveolar em todo 0 acino e surge
geralmente como resultado da deficiéncia em a1-antitripsina. E o centroacinar, o tipo
mais frequente de lesdo que se desenvolve nas por¢des centrais do acino em intima
proximidade com os bronquiolos respiratorios e é predominantemente associado com a
exposicao prolongada a fumaca de cigarro (KILBURN; MCKENZIE, 1975; PRYOR et al.,
1983; MCCUSKER, 1992).

1.1.1 Modelo de enfisema em camundongo

O modelo animal ideal para se investigar o enfisema pulmonar deve induzir as
diversas alteracfes anatdmicas tipicas da doenca em um curto periodo de tempo.
Infelizmente, todos os modelos animais conhecidos abrangem apenas alguns dos
critérios possuindo limitacdes, mas séo cientificamente aceitos, visto que existe uma
consideravel variabilidade no fenotipo da DPOC mesmo entre os humanos (WRIGHT et
al., 2008).

Estudos realizados com ratos e camundongos mostraram que ao nascimento
esses animais nao possuem alvéolos verdadeiros, e assim como oS humanos a
alveologénese ocorre no periodo pésnatal (MASSARO; MASSARO, 2007),
compreendendo uma reestruturacdo dos pulmdes, com formacdo dos alvéolos e vias
respiratérias (crescimento hiperplastico) e o posterior aumento dessas estruturas
(crescimento hipertréfico) (DAVID, 2001). Além disso, alteracfes estruturais nos
pulmbes como a segmentacdo dos lobos e a ramificacdo da arvore brénquica também
confere diferencas entre as espécies. Os humanos possuem o pulméo esquerdo

segmentado em dois lobos e o direito em trés lobos, com as varias divisdes dos
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bronquios, comecando dos principais, seguido sucessivamente pelos bronquios
lobares, segmentares até chegar aos bronquiolos respiratorios. Esse processo de
subdivisdbes compreende cerca de dezesseis segmentacbes da &arvore brdnquica
(DAVID, 2001). Quanto aos camundongos, o pulmdo esquerdo é um lobo Unico e o
pulmdo direito possui quatro lobos. Além disso, a sua arvore brénquica € menos
extensa que a dos humanos, ndo compreendendo os bronquiolos respiratérios (HYDE
et al., 2009).

No entanto, todas essas diferencas anatdbmicas ndo impediram o avancgo de
estudos com camundongos em modelos de enfisema pulmonar e DPOC em geral.
Dada a importancia da fumaca de cigarro como principal agente causador de DPOC,
muitos modelos animais de enfisema pulmonar foram criados usando esse estimulo.
Trabalhos relevantes do nosso grupo e muitos outros da literatura caracterizam bem o
enfisema pulmonar instalado, com destruicdo septal, alargamento dos espagos
alveolares (aumento do Lm — medida morfométrica do diametro alveolar), aumento de
proteases, degradacdo de componentes da matriz extracelular, comprometimento da
funcdo pulmonar e o inevitavel desequilibrio redox gerado pelo estimulo oxidativo da
fumaca de cigarro (VALENCA et al., 2004; VALENCA et al., 2006; VALENCA; PORTO,
2008; YAO et al., 2008; ARUNACHALAM et al., 2010; RAJENDRASOZHAN et al., 2010;
LANZETTI et al., 2011). Apesar de tudo isso, 0 modelo com fumaca de cigarro também
possui suas limitacdes. A Tabela 2 adaptada da revisdo de Wright (2008) define os prés

e os contras do modelo de DPOC induzido por fumaca de cigarro.
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Tabela 2. Pros e contras do modelo de DPOC induzido por fumaga de cigarro.
Adaptada de (WRIGHT et al., 2008)

Pros:

Induzido pelo mesmo insulto que nos humanos

Produz enfisema, remodelamento das vias aéreas e vascular e hipertensao
pulmonar em algumas espécies

Produz alteracgdes fisiolégicas semelhantes aos humanos

Contras:

N&o produz doenca incapacitante grave como nos humanos

Requer muitos meses de exposi¢cao

As lesdes nao parecem progredir depois de cessada a exposi¢cao a fumaca

Contudo, a forte fundamentacdo da teoria do desequilibrio entre protease e
antiprotease estimulou modelos de enfisema induzidos pela administracdo de enzimas
elastoliticas, tanto por instilacdo intratraqueal quanto por inalacdo aerosol. Como dito
anteriormente, diversas proteases foram testadas, no entanto se descobriu que a
atividade elastolitica da papaina depende da sua pureza e da origem (LIEBERMAN,
1976). E assim, por eliminacdo as enzimas mais utilizadas nos estudos atuais passaram
a ser a elastase pancreética suina (PPE) e a elastase neutrofilica. Apesar de essas
duas enzimas terem diferencas no espectro de acédo sobre a elastina (SENIOR et al.,
1976), ambas sdo capazes de degradar o componente elastico do pulméo
comprometendo a sua arquitetura tecidual. Além disso, a PPE possui uma grande
vantagem em relacdo a elastase neutrofilica que é o seu baixo custo.

O uso de elastases torna o processo de inducdo do enfisema muito mais rapido
do que o induzido por fumaca de cigarro. E, além disso, a severidade da doenca pode
ser controlada pela dose de elastase a ser administrada, facilitando a obtencdo de
enfisema severo. Mas assim como o modelo de fumaca, a inducdo do enfisema por
elastase também apresenta suas limitacdes. A Tabela 3 adaptada da revisdo de Wright
(2008) define os proés e os contras do modelo de DPOC induzido por elastases.

Entretanto, mesmo com todo o0 avanco nas pesquisas envolvendo o enfisema

pulmonar, até hoje perduram muitas questdes acerca da sua fisiopatologia,
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independentemente do estimulo causador do enfisema. Continuar a investir em estudos
que visem compreender o desencadeamento dessa doenca pode contribuir

enormemente para o surgimento de propostas terapéuticas no futuro.

Tabela 3. Prés e contras do modelo de DPOC induzido por elastase. Adaptada de
(WRIGHT et al., 2008)

Pros:

Unico tratamento (dispensa longos periodos de exposicdo)/ econémico e facil
Inicio rapido

Pode produzir doenca severa dependendo da dose

Progressivo em alguns casos

Facil de medir alteracdes funcionais

Boa escolha quando se lida com recursos escassos, poOiS € muito oneroso
executar fumaca por 6 meses

Possivelmente relevante para certos aspectos de regeneracao da rede de elastina
Contras:

Escolha da enzima, espécie animal, idade dos animais, e o protocolo de dose séo
cruciais para resultados consistentes

Elastase neutrofilica e PPE parecem de alguma forma atuar diferentemente
Relevancia para os mecanismos que de fato ocorrem com a exposicdo a fumaca
nao é clara

Enfisema por elastase ndo contempla todas as complica¢fes vistas com fumaca
Relevancia de terapias/intervencfes ainda menos clara do que com modelos

animais de exposicao a fumaca

1.2 Producéo de oxidantes

A respiracdo, ndo € um processo peculiar do sistema respiratorio. Ao contrario,
ela acontece em todo o corpo do ser humano, mais precisamente nas mitocéndrias das

células, no evento chamado de respiragdo celular. Na cadeia respiratéria, no entanto,
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ocorrem diversas etapas intermediarias de redugcdo do O, onde sdo formadas as
espécies reativas de oxigénio (ROS), dentre elas o anion superéxido (O, o peréxido
de hidrogénio (H.O,) e o radical hidroxila (OH"). A Figura 2 ilustra o esquema das
reacdes intermediarias de reducao do O, na ordem cronoldégica.

Figura 2. Reacdes envolvidas na produgéo de ROS

0O, + 1 elétron ---> O,- (dnion superdxido)

O,- + 1 elétron ---> Hy,0, (perdxido de hidrogénio)
H,O, + 1 elétron ---> 2 OH- (radical hidroxila)
OH- + 1 elétron + 1 H+ ---> H,0

Sendo assim, as espécies reativas de oxigénio sdo, portanto produtos naturais
da cadeia transportadora de elétrons. Quando geradas em condigdes fisiologicas elas
nao oferecem risco ao organismo por serem neutralizadas por um importante e eficaz
sistema antioxidante enddégeno enzimatico e nao enzimatico. O equilibrio entre a
producdo de oxidantes e antioxidantes mantém o sistema livre da acdo oxidativa,
evitando o dano as estruturas celulares, como lipidios e proteinas membranares bem

como o material genético da célula (BARTOSZ, 2009).

1.2.1 Recrutamento leucocitario e estresse oxidativo

Muitas condicBes patologicas perturbam o equilibrio redox celular, por
aumentarem a producdo de oxidantes ou mesmo diminuir a acdo das defesas
antioxidantes. Sabe-se que a principal fonte enddégena de oxidantes lesivos provém de
células fagociticas como macroéfagos residentes e neutroéfilos recrutados, visto que tém
a capacidade de gerar potentes metabdlitos toxicos de oxigénio a partir do sistema
NADPH oxidase (NOX2) (WARD, 2010). Apesar das células epiteliais alveolares e
células endoteliais serem capazes de liberar ROS, a principal fonte de ROS nos
pulmdes séo as células fagociticas (JOHNSON et al., 1981; FANTONE; WARD, 1982).
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Por isso, em condi¢des inflamatorias, quando hd um aumento do recrutamento
de leucdcitos para o local da lesédo, ha uma tendéncia natural de elevar a producao de
ROS. Isso acontece em funcao das células disporem de eficientes vias de geracdo de
anion superoxido. Como por exemplo, o complexo enzimatico NADPH oxidase presente
nas células fagociticas como mecanismo de combate a agentes invasores e a enzima
xantina oxidase, que produz anion superéxido quando atua na degradacdo de
hipoxantina a xantina, no processo de isquemia-reperfusdo (GOMES et al., 2012). A
producdo aumentada de superoxido contribui para a formacdo de outras espécies
reativas de oxigénio, como H,0O, e OH’, e consequentemente para o desequilibrio redox
(MILLER et al., 1990; BARTOSZ, 2009).

O eficaz sistema de defesa antioxidante enddgeno pode se tornar falho em
funcdo do estimulo inflamatdrio continuado e das suas repercussdes sobre a liberacdo
de ROS. Dessa forma, uma desarmonia atinge o equilibrio entre a producéo/atividade
das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) e a liberagdo de ROS no ambiente (VALKO et al., 2007). Esse
desequilibrio pode ocorrer de maneira momentanea, e o organismo ser capaz de
reestabelecer as condi¢cdes ideais. No entanto, com a continuidade dessa condicao
desequilibrada entre a liberacdo de oxidantes e as defesas antioxidantes, as estruturas
celulares passam a ser alvo de ataque dos oxidantes e sofrerem danos oxidativos em
nivel de proteinas, lipidios e DNA, estabelecendo entdo a condicdo de estresse
oxidativo.

No entanto, a inflamac&o desencadeia outros efeitos no organismo que vao além
do estresse oxidativo. A liberacdo de mediadores inflamatorios pelos leucécitos
ativados € inerente desse processo. Contudo, a enzima 0xido nitrico sintase induzivel
(INOS) também tem a sua producdo aumentada, o que leva ao aumento da liberacéo
de oxido nitrico (NO) na resposta inflamatéria (BRINDICCI et al., 2009). O NO em
condicles fisiolégicas desempenha fungdes benéficas ao organismo, visto que atua
como vasodilatador, mensageiro intracelular, e ainda pode ter o papel de eliminar
patégenos e células neoplasicas. E em funcdo da sua curta meia vida

(aproximadamente 1 s) o NO se difunde pelos tecidos através das hemacias onde é
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rapidamente convertido a nitrato pela reacdo com oxihemoglobina (BUTLER et al.,
1998; JOSHI et al., 2002).

Todavia, a sua sintese pode se tornar paradoxalmente lesiva as células sempre
gue acontecer simultaneamente e proximo do local de sintese do O,. Essa gravidade
se da pela reacdo do NO com o O;" que gera um produto cujo poder oxidante é muito
mais lesivo, é o peroxinitrito (ONOOQO’). Sua velocidade de reacdo com as moléculas
biolégicas é baixa o suficiente para atacar seletivamente as estruturas celulares. Além
disso, ele pode se difundir e percorrer longas distancias na escala celular e ainda
atravessar por canais idbnicos (DENICOLA et al., 1998; MACFADYEN et al., 1999).
Estima-se que o aumento de 10 vezes na concentracdo de NO e O, eleva a taxa de
formagdo do peroxinitrito em 100 vezes. Contudo, em condi¢des proinflamatorias, a
producdo simultanea de NO e O, pode ser fortemente ativada sendo elevada em até
1.000 vezes, significando um aumento de 1.000.000 de vezes na sintese do ONOO'.
Além disso, a producéo dessas duas moléculas nao precisa acontecer obrigatoriamente
na mesma célula para formarem o peroxinitrito, visto que apesar de uma meia vida
curta, o NO pode se mover rapidamente através de membranas e por entre as demais
células (PACHER et al., 2007).

Com o peroxinitrito formado e circulando pelo microambiente, as reacfes de
nitracdo de proteinas ficam facilitadas, implicando em alteragcdes danosas para essas
moléculas. Essas reacdes derivadas do ONOO™ geram produtos estaveis como a
nitrotirosina e o nitrotriptofano, marcadores do estresse nitrosativo (PACHER et al.,
2007). A Tabela 4, publicada na revisdo de Vasconcelos e colaboradores em 2007,
reane as principais espécies radicalares derivadas de oxigénio e de nitrogénio que

estdo presentes em sistemas biologicos.
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Tabela 4. Natureza, geracdo e destino de espécies radicalares (ou seus intermediarios)
biologicamente importantes adaptado de (VASCONCELOS et al., 2007)

Espécies derivadas do oxigénio

Anion-radical
superdxido O,

Peréxido de
hidrogénio H,0,

Radical hidroxila "OH

Radicais
peroxila (RO,’)
alcoxila(RO")

Oxigenio singlete '0,*

Ozénio O,

Gerado continuamente por diversos processos celulares (cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, no
microssomo, através enzimas como xantina oxidase e NADPH oxidase), ou pela reduciio monoeletrdnica de
O,. Rapidamente desaparece em solugio aquosa por reagio de dismutacio:

0,7+ 0,7+ 20— H,0, + 0, Em solugio aquosa & um forte agente redutor. Sua habilidade em reduzir Fe™
a Fe* pode acelerar a reagiio de Fenton:

0.~ + Fe* —» Fe™ + O, Em solugdo aquosa € um oxidante fraco, porém pode formar ERN:

0,”+ NO* — ONOO" E permedvel a membranas. Em fagécitos, como neutréfilos e macrofagos, € um dos
microbicidas mais importantes.

Intermedidrio formado pela reagio de dismutagiio de O, catalisada pela enzima SOD, pela redu(;ﬁu’de 2e
na molécula de O, e pela aco de diversas enzimas oxidases in vivo, localizadas nos peroxissomas. E muito
difusivel dentro e entre as células in vivo. E um fraco agente oxidante e um fraco agente redutor, reage
lentamente com tidis, com sais de ferro e cobre reduzidos, com proteinas heme e peroxidases para iniciar
reacdes radicalares e peroxidactes lipidicas. Em presenca de metal de transicfio gera "“OH, através da reaciio
de Fenton

Fe™ + H,0, — Fe* + ‘OH + "OH

E 0 mais reativo ¢ mais lesivo radical conhecido e para o qual, uma vez formado, o organismo humano nio
dispde de mecanismo de defesa, reage com uma série de endobiéticos, causa modificacio no DNA (com
meodificacio das bases e quebras das fitas), danos nas proteinas e inativagio enzimdtica, peroxidacdo lipidica.
Ambito limitado de acfio (poucos didmetros moleculares).

Formados durante a decomposicio de perdxidos orginicos e reacdes de carbono radicalar com oxigénio,
como na peroxidagio lipidica.

Estado eletronicamente excitado do oxigénio, produzido por reagdes fotoguimicas ou por outras radiagoes;
reage com um grande nimero de moléculas bioldgicas, incluindo lipideos da membrana, iniciando processos
de peroxidagiio. 'O,* pode ser gerado, entre outras reacdes, por transferéncia de energia a partir de um
sensibilizador S, no estado excitado tripleto (°S*) (porfirinas, clorofila e riboflavina) para o oxigénio. O
sensibilizador § absorve energia e deixa o estado fundamental singlete (S), passando para o estado excitado
singlete ('S*), a partir do qual € convertido, por cruzamento intersistema, para o estado excitado triplete.
(35*): g — \S* — 35* . 35* + 302* — 5+ IGZ*

Produzido no ar atmosférico poluido e por fonte de luz intensa de algumas fotocopiadoras e outros
equipamentos. E extremamente danoso ao pulmio, oxidando rapidamente proteinas, DNA e lipideos.
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Continuacao da Tabela 4.

Espécies derivadas do nitrogénio e cloro

Acido hipocloroso HOCI Espécie nido radicalar, membrana-permedvel, oxida um grande nimero de compostos bioldgicos, como tidis
e tioéteres, aminas, fendis e ligagOes insaturadas, mais seletivo que o radical hidroxila, oxida ferro e proteinas.
Produzido por fagécitos ativados, reage com 0, para formar "OH
HOCI + 0,7 — "OH + "OH + 0, E produzido no miocdrdio, como resultado de invasio de células

inflamatdrias.
Oxido nitrico ou mondxido Sintetizado nos organismos vivos pela aglio da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), que converte o aminodcido
de nitrogenio NO' L-arginina a NO'+ L-citrulina (outro aminodcido). E um radical abundante que age em uma variedade de

processos bioldgicos, incluindo relaxacio muscular, neurotransmissio e regulacio imune. Originalmente
identificado como fator relaxante derivado do endotélio (“endothelium-derived relaxing factor”™: EDRF) &
um potente vasodilatador, envolvido na regulagiio da pressio arterial. Difunde-se rapidamente entre ¢ dentro
das células. Quando exposto ao ar, reage com oxigénio para formar NO,".

2NO" + O, — 2 NO,". Reage rapidamente com 0, e produz o intermedidrio ONOO~

0, + NO" —= ONOO~

Diéxido de nitrogénio NO ! Formado a partir da exposiciio de NO"ao ar ou da protonagio de peroxinitrito 2NO' + O, —= 2 NO;
Potente iniciador da peroxidaciio lipidica em fluidos bioldgicos.

Cloreto de nitrila NO,CI Formado a partir de misturas de NO,” e HOCL. Oxidante, agente de cloragio e de nitragdo, pode inibir
fosforilagio dependente de quinase de residuos de tirosina, provoca a cloraciio de residuos de tirosina (3-
clorotirosina € considerada biomarcador).

Peroxinitrito ONOO~ Intermedidrio formado pela reagio 0,~ + NO* —= ONQO-
Instdvel, tempo de vida curto, oxidante potente, propriedades semelhantes ao radical hidroxila, causa danos
a muitas moléculas bioldgicas, inclusive a grupos S-H das proteinas, provoca hidroxilagao e nitragio de
compostos aromdticos. Forma *OH independente da presenca de metal de transigio
ONOO- + H- — "OH + NO, Apés protonagiio, rearranja-se para nitrato (NO,) e interage com bicarbonato
(CO,HCO,7), com alteragio de sua reatividade. )
ONOOH === ['NO, 'OH] — NO/S
Em presenca de CO_, o peroxinitrito forma o peroxicarboxilato nitroso, que rapidamente se decompde,
segundo as etapas 1 ¢ 2. 0 CO, estd presente em elevada concentraciio no compartimento intra e extracelular,
o que favorece a formagio do CO.™~, em presenca de ONOO~,
ONOO- + CO, —= ONOOCO,” —= NO,0CO;
(1) NO,0CO, —= NO, + CO, (65%)
(2) NO,OCO,” — NO, + CO;’ (35%)
O dnion radical carbonato formado ¢ mediador de diversas reagdes de oxidagio e nitragdo

Cloraminas Oxidantes mais suaves e de vida mais longa que HOCI, reagem com tiis, tioéteres e centros metilicos de ferro.
Toxicidade varidvel, dependendo da polaridade e da permeabilidade da membrana. Cloraminas de o-aminodcidos
sofrem degradagio para aldeidos potencialmente 10xicos

1.2.2 Enfisema pulmonar e o desequilibrio redox

A literatura cientifica vem provando ao longo dos anos a intima relacdo entre o
enfisema pulmonar e o estresse oxidativo. Muitos parametros marcadores de
desequilibrio redox ou dano oxidativo vém sendo implicados nos diferentes modelos
experimentais de DPOC, principalmente porque se sabe que a fumaca de cigarro
contem oxidantes que estimulam os macrofagos alveolares a produzirem mais ROS e a
liberarem uma série de outros mediadores inflamatérios como quimiocinas para atrair
neutrofilos e outras células (RAHMAN; MACNEE, 1996). Dessa forma estudos de

enfisema induzido por fumaca de cigarro ja mostram provocar reducdo das atividades
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enzimaticas antioxidantes, aumentar marcadores de dano oxidativo e ser agravado em
animais deficientes no fator relacionado a eritréide nuclear 2 (Nrf2), que € o fator de
transcricdo relacionado a ativacdo dos elementos da resposta antioxidante no ndcleo
celular (IIZUKA et al., 2005; YAO et al., 2010; BEZERRA et al., 2011; LANZETTI et al.,
2011).

Contudo, o0 questionamento sobre participacdo do estresse oxidativo no
desenvolvimento do enfisema pulmonar permaneceu, a fim de descobrir se a sua
ocorréncia era devido ao estimulo oxidativo provocado pela fumacga de cigarro ou se era
inerente a patogénese do enfisema.

Um estudo in vitro publicado em 1984 por Speer e colaboradores evidenciou que
macrofagos derivados de mondcitos expostos a enzimas proteoliticas, como a elastase
neutrofilica, catepsina G, tripsina, quimiotripsina, pronase e papaina liberaram cerca de
2 a 3 vezes mais O, e H;O; que as células nao tratadas (SPEER et al., 1984). Mais
tarde outro estudo seguiu esse raciocinio e provou que células epiteliais bronquiolares e
fibroblastos humanos submetidos a altas concentracbes de elastase neutrofilica,
tripsina e pronase liberavam de forma dose- e tempo-dependente maiores niveis de
ROS, indicando uma relacdo entre proteases e estresse oxidativo (AOSHIBA et al.,
2001).

Esses dados deram base para que avancassem as pesquisas que buscam a
ligacdo entre o desequilibrio proteolitico e o desequilibrio redox. Ishii e colaboradores
mostraram em 2005 que o enfisema induzido por elastase foi exacerbado em animais
deficientes em Nrf2 (ISHII et al., 2005). Em 2007 Kinoshita et al mostraram que a
superexpressao da tioredoxina, um tipo de peroxidase com potente acdo redutora
devido aos seus dois residuos de cisteina, atenuou o efeito da elastase prevenindo
contra o enfisema. E mesmo a tioredoxina exdgena apresentou efeito protetor contra o
enfisema (KINOSHITA et al., 2007). Mais tarde Yao e colaboradores mostraram que
animais que superexpressavam a isoforma extracelular da enzima superoxido
dismutase eram protegidos do enfisema induzido por elastase, ao passo que 0s animais
deficientes nessa mesma isoforma da SOD apresentaram maior destruicdo tecidual e

alargamento alveolar que os animais selvagens (YAO et al., 2010).
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Essa modulacdo de genes ligados a diferentes elementos da resposta
antioxidante tem sido o método preferido que os investigadores encontraram para
delinear a relagdo entre o enfisema e o estresse oxidativo. No entanto, estudos que
visem observar as reais alterac6es na resposta redox da célula ainda sdo escassos.
Induzir o enfisema por administracdo de elastase e acompanhar os seus efeitos como
um todo sobre a resposta redox pode ser um bom passo para se descobrir qual o
principal fator ligado a patogénese do enfisema, se é que existe realmente apenas um.

1.3 Estratégias antioxidantes na terapéutica da DPOC

1.3.1 Estratégias antioxidantes

Na tentativa de confirmar os efeitos do estresse oxidativo nos modelos de
enfisema elastoliticos, diferentes abordagens antioxidantes podem ser empregadas.
Farmacos com efeito “scavenger’” ou mesmo com agado mimética as enzimas
antioxidantes podem contribuir para elucidar o mecanismo que envolve o estresse
oxidativo no desenvolvimento do enfisema pulmonar. Um recente estudo mostrou que a
administracdo de quercetina, um polifenol com potente efeito antioxidante, a animais
gue tiveram inducdo de enfisema por um modelo de exposicdo a elastase e LPS
(lipopolissacarideo — componente da parede celular de bactéria gram negativa)
apresentaram melhora nos parametros funcionais, morfolégicos e bioquimicos
(GANESAN et al., 2010).

Dessa forma, mesclar drogas antioxidantes que atuem em diferentes vias da
resposta redox celular no modelo de enfisema elastolitico pode ser uma boa estratégia
para descobrir o ponto crucial que associa 0 estresse oxidativo a patogénese do

enfisema pulmonar.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a relacdo do desequilibrio redox com o desequilibrio proteolitico no

enfisema pulmonar induzido por elastase em camundongos.

2.1.1 Objetivos Especificos

e Determinar o momento no qual o estresse oxidativo contribui para a patogénese
do enfisema pulmonar

e Investigar a participacdo da iINOS no desenvolvimento do enfisema pulmonar por
inibicdo farmacoldgica e deplecéao genética

e Investigar estratégias terapéuticas antioxidantes que combatam o enfisema
pulmonar induzido por elastase

e Testar um modelo de inducdo do enfisema por instilacdo de elastase
intratraqueal

e Testar um modelo de inducéo do enfisema por instilacdo de elastase intranasal
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Centro
de Ciéncias da Saude (SSC) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) cujo
namero de protocolo € DAHEICB 063 (Anexo).

3.1 Modelo experimental de enfisema pulmonar

Camundongos C57BL/6 machos de 8 semanas foram acondicionados em grupos
de 5 — 6 animais por caixa, em estante ventilada no Laboratorio Compartilhado do CCS
— UFRJ. As condi¢des de temperatura e umidade foram controladas (21+2°C, 50+£10%,
respectivamente), e os animais submetidos aos ciclos invertidos claro/escuro de 12 h
com exaustdo constante. Agua e ragéo foram oferecidas ad libitum.

O desenho experimental de inducéo do enfisema foi realizado por dois protocolos

diferentes, que deram origem a dois estudos distintos.

3.2 Instilacao intratraqueal de elastase

3.2.1 Modelo dose- e tempo-resposta

Para observar o efeito de duas doses diferentes de elastase e 0 momento onde
as lesdes enfisematosas sao aparentes no nosso modelo, os animais foram divididos
em cinco grupos (n=6), anestesiados com injecdo intraperitoneal de ketamina (90
mg/kg) e xilasina (1 mg/kg), e através da exposicao da traqueia por método de
traqueostomia 50 pl foram administrados em cada animal. Os grupos tratados
receberam instilacdo intratraqueal de elastase pancreatica suina (PPE) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, U.S.A)) (KAWAKAMI et al., 2008) diluida em salina estéril em volume
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total de 50 pl contendo 0,5 U de PPE ou 0,05 U de PPE. O grupo controle recebeu 50 pl
de salina estéril. Os grupos foram divididos da seguinte maneira:

e Grupo controle (50 pl de salina)
e Grupo PPE 0,5 U ap6s 7 dias
e Grupo PPE 0,5 U ap6sl14 dias
e Grupo PPE 0,5 U apés 21 dias

e Grupo PPE 0,05 U apos 21 dias

As instilagcdes foram realizadas temporalmente de forma a garantir o sacrificio de

todos os animais no mesmo dia, através de deslocamento de cervical (vide Figura 3).

Figura 3. Esquema de instilagéo temporal e sacrificio simultdneo dos animais.
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3.2.2 Modelo de enfisema com 0,5 U de PPE e inibicdo farmacoldgica de iNOS

A fim de investigar o papel da isoforma induzivel da enzima 6xido nitrico sintase

(INOS) no desenvolvimento do enfisema, um inibidor seletivo da INOS, aminoguanidina

(AMG) foi usado na dose de 1% adicionado a agua de beber dos animais um dia antes

da instilacdo de PPE e permaneceu ao longo dos 21 dias do protocolo de indugcdo do
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enfisema (OKADA et al.,, 2006). Os animais foram divididos em quatro grupos (n=>5),
anestesiados com injecao intraperitoneal de ketamina (90 mg/kg) e xilasina (1 mg/kg), e
através da exposicdo da traquéia por método de traqueostomia, 50 pl foram
administrados em cada animal. Os grupos tratados receberam instilagéo intratraqueal
de 0,5 U de PPE diluida em salina estéril em volume total de 50 ul. O grupo controle
recebeu 50 pl de salina estéril. Os grupos foram divididos da seguinte maneira:

e Grupo controle (50 ul de salinai.t.) — recebeu agua pura

e Grupo AMG (50 pul de salina i.t.) — recebeu 4gua com 1% de aminoguanidina

durante 22 dias
e Grupo PPE (0,5 U PPE em 50 ul) — recebeu agua pura
e Grupo PPE+AMG (0,5 U PPE em 50 pl) — recebeu agua com 1% de

aminoguanidina durante 22 dias

Figura 4. Esquema de administracdo de aminoguanidina 1% e PPE.
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3.2.3 Modelo de enfisema com 0,5 U de PPE em animal deficiente em iNOS

Para validar a hipétese de que a INOS esta intimamente associada a
fisiopatologia do enfisema, camundongos geneticamente modificados deficientes em
INOS foram usados nesse experimento, excluindo a hipotese que a inibicdo
farmacologica com AMG pudesse nado ser seletiva, inibindo também outras isoformas
da oOxido nitrico sintase. Esses animais foram gentilmente cedidos pela Professora
Patricia Silva Martins da FIOCRUZ. O protocolo de inducdo do enfisema obedeceu aos
mesmos critérios supracitados e os grupos foram distribuidos da seguinte maneira:

e Grupo controle WT — animais selvagens que receberam 50 pl de salina i.t.
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e Grupo PPE WT — animais selvagens que receberam 0,5 U de PPE em 50l i.t.

e Grupo controle INOS™ — animais deficientes em iINOS que receberam 50 pl de
salinai.t.

e Grupo PPE iNOS™ — animais deficientes em iNOS que receberam 0,5 U de PPE
em 50 pl i.t.

Os animais foram sacrificados 21 dias ap0s a instilagdo intratraqueal.

3.3 Instilagéo intranasal de elastase

3.3.1 Modelo tempo-resposta

Para uma melhor caracterizacdo da ocorréncia do estresse oxidativo nos
momentos iniciais do estabelecimento do enfisema pulmonar esse modelo de enfisema
induzido por instilacao intranasal de PPE contemplou animais avaliados 24 apés o
estimulo. Além disso, respeitando as diferencas sobre a via de administracdo, a dose
desse modelo foi adaptada para 3 U por animal, assim como foi publicado previamente
(COUILLIN et al.,, 2009). Os animais foram divididos em cinco grupos (n=6),
imobilizados e uma unica instilacado de 15 pl foi feita na cavidade nasal de cada animal.
Os grupos tratados receberam instilacdo intranasal de elastase pancreética suina (PPE)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.)) (KAWAKAMI et al.,, 2008) diluida em salina
estéril em volume total de 15 ul contendo 3 U de PPE. O grupo controle recebeu 15 ul
de salina estéril. Os grupos foram divididos da seguinte maneira:

e Grupo controle (15 pl de salina)
e Grupo PPE 3 U ap6s 1 dia

e Grupo PPE 3 U apos 7 dias

e Grupo PPE 3 U ap6s 14 dias

e Grupo PPE 3 U ap06s 21 dias
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As instilacdes foram realizadas temporalmente de forma a garantir o sacrificio de
todos os animais no mesmo dia, através de deslocamento de cervical, assim como

mostrado na Figura 3.

3.3.2 Modelo de enfisema com 3 U de PPE e administracdo de drogas antioxidantes

A fim de investigar o papel do estresse oxidativo/nitrosativo sobre o
desenvolvimento do enfisema pulmonar, diferentes drogas antioxidantes foram
administradas aos animais submetidos a instilacdo intranasal de 3 U de PPE para
avaliar se ha ou ndo melhora do enfisema. Os animais foram divididos em sete grupos
(n=5 a 7), imobilizados e 15 pl foram injetados na cavidade nasal de cada animal. Os
grupos tratados receberam instilacéo intranasal de 3 U de PPE diluida em salina estéril
em volume total de 15 ul. O grupo controle recebeu 15 ul de salina estéril. As drogas
antioxidantes foram administradas junto a agua de beber dos animais, com excecao da
vitamina E, que por ser lipossoluvel, teve o azeite de oliva como veiculo e sua
administracao foi feita diariamente através de gavagem orogastrica (100 pl por animal).
Os grupos foram divididos da seguinte maneira:

e Grupo controle (15 pl de salina) — recebeu agua de beber pura
e Grupo PPE 3 U — recebeu agua de beber pura

e Grupo PPE+Tempol — recebeu tempol 1 mM junto a agua de beber (FLEENOR et
al., 2012)

e Grupo PPE+Alo+Apo — recebeu alopurinol 1mM e apocinina 14,4 mM junto a
agua de beber (STULL et al., 2004; MENG et al., 2011)

e Grupo PPE+NAC - recebeu N-acetilcisteina 6,1 mM junto a agua de beber
(CHEN et al., 2007)

e Grupo PPE+VIT C+VIT E — recebeu vitamina C 142 mM junto & agua de beber e
vitamina E 50 mg/kg diariamente por gavagem (SILVA BEZERRA et al., 2006;
TURGEON et al., 2010)

e Grupo PPE+AMG - recebeu aminoguanidina (1% ou 90,4 mM) junto a agua de
beber (OKADA et al., 2006)
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Todas as drogas foram oferecidas ao longo dos 21 dias de protocolo
experimental de inducdo do enfisema. Os animais foram sacrificados 21 dias apos a

instilagao intranasal.

3.4 Procedimentos experimentais

No momento do sacrificio dos animais, cada material coletado seguiu

processamentos especificos a fim de permitir as andlises futuras.

3.4.1 Lavado broncoalveolar

Imediatamente apds o sacrificio, foi realizado o lavado broncoalveolar (BAL). A
traqueia foi exposta e canulada e os pulmdes foram lavados com 1,5 ml de solucéo
salina (3 x 500 ul). As amostras foram mantidas em gelo até o final do procedimento, a
fim de evitar lise celular. A contagem total de leucdcitos foi realizada simultaneamente
por um avaliador treinado usando o microscopio (Nikon Eclipse E200, Tokio, Japéo).
Apo6s o término de todos os grupos, as amostras foram centrifugadas (Micro centrifuga
HETTICH Mycro 120 ZENTRIFUGEN, Alemanha) a 600 g por 10 minutos e o
sobrenadante coletado e estocado em freezer. Em alguns experimentos, a fracéo

celular depositada no fundo dos tubos foi utilizada para dosagem de ROS.

3.4.2 Processamento tecidual

Apés a realizacdo do BAL, o térax do animal foi aberto e o ventriculo direito
cardiaco perfundido com solucdo salina para remocao do sangue nos pulmdes. Em
seguida, o pulmao esquerdo foi removido e um corte transversal foi feito dividindo o
lobo em duas partes. A porcao contendo o hilo pulmonar foi imersa em solucéo fixadora
por 48 horas (formalina tamponada 10% pH 7,2) para andlises histologicas. Apos

processamento de rotina e inclusédo em parafina, foram feitos cortes seriados a 5 ym de



41

espessura, que foram corados em hematoxilina-eosina (HE) para a andlise
histopatolégica do parénquima pulmonar. A segunda porcdo do pulmédo esquerdo foi
estocada no freezer para suprir qualquer eventual necessidade de material para outras

andalises.

3.4.3 Homogeneizado tecidual

O pulméo direito foi imediatamente removido e armazenado em gelo picado em
tubos devidamente etiquetados. Entdo, o orgao foi homogeneizado (Homogeneizador
Novatécnica mod. NT136, Piracicaba, Brasil) em 1 ml de tampéo fosfato de potassio pH
7,5 (KPE) e centrifugado a 600 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e o
volume final de todas as amostras ajustado para 1,5 ml com tampdo KPE. Essas

amostras foram armazenadas em freezer para posterior analise bioquimica.

3.4.4 Morfometria e estereologia

A estrutura do parénquima pulmonar e as quantificacdes histolégicas foram
avaliadas contando 10 campos aleatodrios por animal dos cortes histolégicos corados
em HE. Os campos foram observados com a objetiva de 20x através um microscopio
ligado a um sistema de video para aquisicdo de imagens (camera de video colorida
JVC mod. TK-C380, Osaka, Japao e microscopio Carl Zeiss mod. Axiolab, Oberkochen,
Alemanha) com area total de 24.640 um2. Através de um sistema-teste (M42) acoplado
ao monitor e da projecdo das imagens capturadas, a analise morfométrica permitiu
mensurar o diametro alveolar médio (Lm = 2Lt/l), onde Lt consiste no comprimento total
da grade em micrbmetros e | representa o nimero de intersec¢fes da grade com a
parede alveolar (VALENCA; PORTO, 2008). A estereologia foi realizada através do
mesmo sistema-teste composto por 42 pontos (M42). O sistema teste foi acoplado a um

monitor (tela plana) e através da projecdo das imagens capturadas pode-se realizar 0s
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calculos estereologicos. A densidade de superficie de septos alveolares (Sv) foi
calculada a partir da formula Sv:= 2I/Lt (onde | refere-se ao numero de intersecgdes
com as linhas testes e Lt refere-se ao comprimento total das linhas testes do sistema
M42) A densidade de volume (Vv) foi calculada dividindo-se o numero de pontos (Pp)
gue tocavam os septos alveolares (Pp [septo]) e os espacos alveolares (Pp [air]) pelo
namero total de pontos do sistema teste (Pt) aplicando-se a férmula Vv = Pp / Pt
(VALENCA et al., 2006; WEIBEL et al., 2007).

3.4.5_Dosagem de proteina

A dosagem de proteinas foi realizada nas amostras de BAL e homogeneizado
tecidual pelo Método de Bradford (BRADFORD, 1976). O reagente de Bradford contém
como principal componente o corante Coomasie brilhante azul, que em solucdo acida
se liga as proteinas da amostra, alterando sua absorbancia de 465 nm para 595 nm,
medida através do leitor de ELISA (Bio-Rad mod. 550, Hercules, EUA). Uma curva
padrao foi produzida através de concentracdes crescentes da proteina albumina (0,5 —
10 pl) em duplicata. Para dosagem de proteinas no BAL foi utilizado 10 yl de amostra
em duplicata enquanto para dosagem de proteinas do homogeneizado de pulméao foi

utilizado 1 pl de amostra em duplicata. O resultado foi expresso em mg/ml.

3.4.6 Dosagem de hidroxiprolina

O conteudo de hidroxiprolina (OHpro) nas amostras de BAL foi determinado por
um meétodo colorimétrico previamente descrito (WOESSNER, 1961). Inicialmente, 8 pl
de cada amostra foram incubados com 40 pl de cloramina-T 0.05M por 20 min a
temperatura ambiente. A mistura foi entdo incubada com 40 pl de acido perclérico 3 M

por 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, a mistura foi incubada com 40 pl de
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20% p-dimetilbenzaldeido por 20 min a 60°C. As amostras foram lidas em leitor de
ELISA a 550nm.

3.4.7 Atividade de mieloperoxidase

Aliquotas de BAL foram utilizadas para dosar os niveis de mieloperoxidase
(MPO), uma enzima pré-oxidante liberada por neutréfilos (SCHMEKEL et al., 1990). A
atividade de MPO foi mensurada através da incubacédo sequencial com TMB (3,37,5,5 -
tetrametilbenzidina), H,O, e NaOAc (tampéao acetato de sodio) sob aquecimento (37°C)
em amostras centrifugadas com HTAB (hexadeciltrimetilamonium bromidio).
Inicialmente 100 pl da amostra foram centrifugados com 900 ul de HTAB a 14000 g por
15 min. Posteriormente 75ul do sobrenadante foi incubado com 5 pl de TMB por 5 min a
37°C. A solucao foi entdo incubada com 50 ul de H,O, por 10 min a 37° C. A seguir foi
adicionado 125 pl de tampao NaOAc. A reacao foi lida em leitor de ELISA a 630nm e o

resultado expresso em mmol/mg proteina.

3.4.8 Dosagem de citocinas

Aliguotas de BAL foram utilizadas para averiguar os niveis de TNF-a e IL-10,
através de kits de ELISA. A realizacdo do imunoensaio seguiu as orientacbes do
fabricante com um limite de deteccéo de 10 ng/ml (Peprotech, Rocky Hill, New Jersey,
USA). Resumidamente, o principio do método se baseia na especificidade da reacao
entre antigeno-anticorpo, que através do anticorpo de captura fornecido pelo kit a
proteina alvo presente na amostra pode ser reconhecida e se ligar, para posteriormente
ser ligada por um secundo anticorpo, o de detec¢do. Incubacdo com peroxidase e
substrato especifico permite a observacao da reatividade da reacdo. Uma curva padrao

com a proteina recombinante foi criada em sete concentracdes diferentes em duplicata.
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3.4.9 Dosagem de Nitrito

A deteccéo dos niveis de nitrito € uma forma indireta de mensurar 6xido nitrico e
foi realizado através da reacdo de Griess (GREEN et al., 1982; SUN; STENKEN, 2003).
Neste método, o nitrito primeiramente reage com a sulfanilamida em meio &cido para
formar um composto intermediario, o sal de diazénio. Em seguida, este sal reage com
N-naftil-etilenodiamina formando um composto azo estavel de coloracdo purpura.
Aligquotas de 100 pl de homogeneizado de pulméo foram plaqueadas em duplicata e
reagiram por 10 min com 50 pl de solugéo de sulfanilamida 1% em &cido fosforico 2,5%.
Em seguida 50 pl de solucdo de natftiletiienodiamina 0,1% em acido fosforico 2,5%
foram adicionados sobre a mistura. A formagcdo do composto purpura pode ser
observada e lida imediatamente em comprimento de onda de 540 nm. O valor foi

expresso em mmol/mg proteina.

3.4.10 Atividade de superéxido dismutase

Aliguotas de homogeneizado de pulméo foram utilizadas no ensaio cinético para
mensuracao da atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD), de acordo com o
método proposto por Bannister e Calabrese (BANNISTER; CALABRESE, 1987). A SOD
constitui a primeira linha de defesa enzimatica contra a producao intracelular de radicais
livres, catalisando a dismutacdo do anion superdxido em peréxido de hidrogénio. A
atividade enzimatica da SOD foi estimada pela inibicdo da auto-oxidacéo da adrenalina
medida espectrofotometricamente. A adrenalina quando oxidada pelo anion superdoxido

forma um produto réseo adrenocromo.

Aliguotas de cada amostra de homogeneizado de pulmao foram utilizadas em
trés diferentes volumes 5 pl, 10 ul e 15 pl. A leitura foi feita adicionando-se 965pul de
tampéo glicina (pH 10,2), 5, 10 ou 15 pl de amostra, 20 ul de epinefrina e 10 ul de

catalase. A mistura foi homogeneizada e a absorbancia mensurada a 480nm em um



45

tempo de 180 seg, com intervalos de 10 seg. A atividade enzimatica foi expressa em
U/mg proteina.

3.4.11 Atividade de catalase

Aliquotas de homogeneizado de pulméo foram utilizadas no ensaio cinético para
mensuracdo da atividade enzimatica da catalase (CAT), de acordo com o método
proposto por (AEBI, 1984). A catalase é uma hemoproteina que catalisa a degradacgéo
do H,O,. Na reacéo, uma das moléculas de H,O, é oxidada a oxigénio molecular e a
outra é reduzida a agua. O método mede a atividade da enzima produzida pelas células
e organelas em resposta a quantidade de H,O,. Para cada amostra foi preparada uma
mistura de 60 yl de homogeneizado de pulméo e 1940 ul de solugéo, contendo 25 ml de
tampéo fosfato de sédio (PBS) e 40 pl de H,O, a 30%. A mistura foi preparada em
cubeta de quartzo e o decaimento do H,0O,. foi monitorado ao longo de 60 s
espectrofotometricamente (240 nm). A atividade enzimatica foi expressa em U/mg

proteina.

3.4.12 Atividade de glutationa peroxidase

Aliguotas de homogeneizado de pulméo foram utilizadas no ensaio cinético para
mensuracao da atividade enzimatica da glutationa peroxidase (GPx), de acordo com o
método proposto por (FLOHE; GUNZLER, 1984). A GPx é uma enzima selénio-
dependente que catalisa a reducdo do H,O; e hidroperéxidos organicos (ROOH) para
agua e alcool, usando a glutationa (GSH) como doador de elétrons. Ela é encontrada
tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial. Uma solucéo contendo tampéo fosfato,
glutationa reduzida (GSH), glutationa redutase [2,4 U/ml] e azida sodica [1 mM] foi
adicionada a cubeta no volume de 700 pl por amostra. Aliquotas de 100 ul de

homogeneizado de pulméo foram adicionadas a cubeta, onde reagiram por 10 minutos
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neutralizando os peroxidos existentes. Em seguida 100 pyl de NADPH [1,5 mM] foi
adicionado e o decaimento da NADPH monitorado espectrofotometricamente por um
tempo de 3 minutos. Ao final, a amostra estava pronta para receber o H,O; e ter a
atividade da GPx estimada espectrofotometricamente (340 nm). A atividade enzimatica

foi expressa em mM/min/mg proteina.

3.4.13 Dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

O dano oxidativo foi mensurado pela deteccao das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) (DRAPER et al., 1993). Amostras de homogeneizado de pulméo
(200 pl) foram desproteinizadas com 200 ul de &cido tricloroacético 10% e centrifugado
a 2200 g por 10 min. Entdo 200 pl do sobrenadante foi misturado a 200 ul de acido
tiobarbiturico (TBA) 0,67%. A mistura foi aquecida por 60 min a 100°C e em seguida
resfriada a temperatura ambiente. A absorbancia da fase orgéanica contendo o
cromogeno rosa formado foi mensurada espectrofotometricamente a 532 nm. O método
foi padronizado com concentracdes crescentes de MDA. Os resultados foram expressos

in nMol/mg proteina.

3.4.14 Dosagem de espécies reativas de oxigénio

A dosagem das espécies reativas de oxigénio (ROS) foi feita por um método
colorimétrico adaptado de (CHOI et al., 2006). O método se baseia na reacdo do sal
azul de nitrotetrazalium (NBT) com espécies reativas de oxigénio. Aproximadamente
90% desse sal reage exclusivamente com anion superoxido. Outras espécies reativas
gue reagem menos seletivamente com esse sal sdo: radical hidroxila, peréxido de
hidrogénio, o &cido hipocloroso. As fracGes celulares do BAL foram resuspendidas em
100 pl de tampéo KPE e a 100 ul de solucao de NBT [0,1%] foi adicionado. As amostras

reagiram por 1 h a 37°C. Apos esse tempo, uma série de lavagens foi feita e o pellet foi
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resuspendido em solugdo de KOH 2M com DMSO. O sobrenadante foi pipetado em
duplicata em microplaca e lido a 630 nm em leitor de ELISA.

3.4.15 Western blotting

Aliquotas de homogeneizado pulmonar (50 ug da proteina total) foram utilizadas
para analisar o nivel de proteinas especificas. A transferéncia foi realizada com
utilizacdo de membrana de PVDF através de eletrotransferéncia realizada por método
“semi-dry”. Cada membrana foi bloqueada com 5 % de albumina bovina durante 1 h e
em seguida foram incubadas “overnight” com anticorpo primario policlonal na diluicdo
de 1:1.000 anti-INOS (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan), anti-eNOS,
anti-nitrotirosina e anti-tubilina (Santa Cruz Biotechnology, INC, Califérnia). Em seguida
as membranas foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado (1:10.000)
conjugado a estreptavidina (Invitrogen) seguidas de sucessivas lavagens. Kit de
guimioluminescéncia e filme fotografico (Kodak) foram utilizados para revelacéo, feita
por raio-X. As bandas foram quantificadas por densitometria utilizando um software de

imagem Adobe Photoshop CS2 (Adobe System Incorporated).

3.4.16 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. As analises dos
dados nédo-paramétricos (morfometria e estereologia) foram realizadas pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn (P < 0,05). As analises dos dados
paramétricos (demais analises) foram realizadas pelo teste de variancia one-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni (P < 0,05). O software Graphpad Prism foi
utilizado para realizar as analises estatisticas (GraphPad Prism versdo 5.0, Sdo Diego,
CA).
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4 RESULTADOS

O presente trabalho foi dividido em dois estudos. Os dados referentes ao estudo
intratraqueal foram redigidos sob a forma de artigo cientifico (Anexo 1), submetidos e
publicados na revista Free Radical Biology and Medicine.
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4.1 Estudo intratraqueal

4.1.1 Modelo de enfisema induzido por elastase intratraqueal é dose e tempo-
dependente

O estabelecimento do enfisema foi evidenciado atravées de andlise
histopatol6gica do parénquima pulmonar. As fotomicrografias apresentadas na Figura 5
ilustram a progressdo do enfisema pulmonar ao longo do tempo. A Figura 5A.
representa o grupo controle, 21 dias ap6s instilacdo de salina. O parénquima pulmonar
se encontra preservado, com didmetros alveolares e septos integros. A Figura 5B. é
representativa do grupo 7 dias apos instilacdo de 0,5 U de PPE e ndo apresenta
alteracdes morfolégicas no parénquima pulmonar. A Figura 5C. ja possui indicios de
destruicdo tecidual aumentada, com pequenas areas de alargamento dos espacgos
alveolares, enquanto a Figura 5D., representativa do grupo 21 dias apos instilacdo de
0,5 U de PPE, evidencia alteracdes estruturais tipicas do enfisema, com dano tecidual
avancado em funcdo da acelerada degradacédo septal e o consequente aumento dos
espacos alveolares. A Figura 5E. ndo demonstra altera¢cdées no tecido, indicando que a
dose de 0,05 U de PPE néao foi eficaz em induzir o enfisema. A Tabela 5 apresenta as
guantificacbes morfométricas e estereologicas das alteracdes sofridas pelo tecido

pulmonar apés estimulo da PPE.

Mediante ao estimulo nocivo da PPE a hidroxiprolina é interpretada como um
marcador da quebra de fibras colagenas do tecido. Assim, a Figura 6 sugere uma
acelerada e ciclica quebra de colageno no parénquima pulmonar, com aumento em 7
dias, manutencao dos niveis basais em 14 dias e um novo aumento em 21 dias apés
0,5 U de PPE. A dose de 0,05 U de PPE néo induziu o aumento de OHpro 21 dias apos

instilacao.
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Figura 5. Prancha histoldgica corada em HE mostra que a inducdo do enfisema por
PPE é dose e tempo-dependente. A) Grupo controle 21 dias ap6s instilacdo de salina;
B-D) Grupos tratados com 0,5 U de PPE 7, 14 e 21 dias apos instilacéao,
respectivamente; E) Grupo tratado com 0,05 U de PPE 21 dias ap0s instilacdo. Setas
indicam areas de alargamento alveolar e destrui¢ao septal. (x 20)

Tabela 5. Avaliacdo quantitativa da alteracao tecidual.

oTR PPE 0,5 U PPE 0,05 U
7d 14d 21d 21d
Lm (um) 48,12 £ 1,25 5229+386  67,19+577 89,16 +6,75* 51,97 + 1,30
Sv (um™) 0,083+0,002  0,078+0,005 0,062+ 0,006 0,046 +0,004* 0,077 + 0,002
Wisepto] % 53,7+ 0,86 51,6 + 2,57 455 + 1,83 32,9 + 3,19% 47,5 + 2,06
Wiai % 46,2 + 0,86 48,4 + 2,57 54,5 + 1,83 67,1 + 3,19% 52,5 + 2,06

*representa diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle. ** P < 0,01. Lm,
diametro alveolar médio; Sv, densidade de superficie de septo alveolar; VVsepto,
densidade de volume de septo alveolar; Vv, densidade de volume de espaco alveolar.
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Figura 6. Niveis de hidroxiprolina detectada no BAL. A barra branca representa o grupo
controle observado 21 dias apos instilacédo i.t. de salina; a barra preta representa os
animais que receberam 0,5 U de PPE i.t.; a barra cinza representa 0s animais que
receberam 0,05 U de PPE i.t. *representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle. *P < 0,05, *P <0,01. (n =4 - 6).

4.1.2 O desenvolvimento do enfisema envolve resposta inflamatéria precoce

O enfisema pulmonar é um tipo de doenca inflamatoria cronica, que depende da
resposta inflamatéria desde comeco do processo. Nesse modelo de enfisema induzido
por 0,5 U de PPE i.t. 0 aumento do recrutamento leucocitario so foi evidenciado quando
o enfisema foi completamente estabelecido, isto €, 21 dias ap0s instilacdo de 0,5 U de
PPE. Os demais grupos ndo foram diferentes do controle Figura 7A. No entanto, foi
observado aumento da atividade de mieloperoxidase em todos os grupos estimulados
com 0,5 U de PPE Figura 7B. Além disso, a liberacdo de TNF-a foi aumentada no BAL
dos animais apoés 7 e 14 dias de estimulo, enquanto o grupo 21 dias apés 0,5 U de PPE

nao foi diferente do controle, assim como o grupo 0,05 U de PPE Figura 7C. Esse
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aumento dos niveis de citocina préinflamatéria foi acompanhado da reducéo dos niveis
de citocina anti-inflamatéria, 1L-10, nos mesmos grupos observados Figura 7D.
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Figura 7. Resposta inflamatodria envolvida no estabelecimento do enfisema induzido por
PPE. A) Contagem total de leucécitos no BAL; B) Atividade de mieloperoxidase; C)
Niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a); D) Niveis de interleucina 10 (IL-10). A
barra branca representa o grupo controle observado 21 dias apoés instilacdo i.t. de
salina; a barra preta representa os animais que receberam 0,5 U de PPE i.t.; a barra
cinza representa os animais que receberam 0,05 U de PPE i.t. *representa diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle. *P < 0,05, **P < 0,01, **P < 0,001. (n = 4 — 6).

4.1.3 O desenvolvimento do enfisema envolve estresse oxidativo

Mediante ao estimulo nocivo da PPE o nitrito € interpretado como um indicativo
da presenca do 6xido nitrico no tecido. Assim, a Figura 8A sugere uma acelerada e
ciclica sintese de o6xido nitrico, com aumento de nitrito em 7 dias, manutencdo dos

niveis basais em 14 dias e um novo aumento em 21 dias ap6s 0,5 U de PPE. A dose de



53

0,05 U de PPE néo induziu o aumento de nitrito 21 dias apos instilagdo. Também foi
observada alteragdo na atividade de enzimas antioxidantes induzida pela PPE. A
atividade da superoxido dismutase foi aumentada 7 dias apos o estimulo da PPE, e se
manteve igual ao controle nos demais grupos (Figura 8B). Ja a atividade da glutationa
peroxidase foi aumentada em todos os grupos que receberam estimulo de PPE (Figura
8C). O aumento do marcador de dano oxidativo, TBARS, foi visto nos grupos 7 e 14

dias ap6s 0,5 U de PPE, enquanto o grupo 21 dias nao apresentou diferenca. O grupo
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21 dias ap6s 0,05 U de PPE também nao foi diferente do controle (Figura 8D).

Figura 8. Alteracbes no estado redox induzidas por PPE. A) Niveis de nitrito; B)
Atividade de superéxido dismutase; C) Atividade de glutationa peroxidase; D) Niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico. A barra branca representa o grupo controle
observado 21 dias apos instilacdo i.t. de salina; a barra preta representa os animais que
receberam 0,5 U de PPE i.t.; a barra cinza representa os animais que receberam 0,05 U
de PPE i.t. *representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle. *P < 0,05,
*»*pP <0,01. (n=4-6).
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4.1.4 Inibicao farmacoldgica da iINOS por Aminogquanidina atenua o enfisema

ApOs ter comprovado o estabelecimento do enfisema com a dose de 0,5 U de
PPE, os demais estudos intratraqueais foram realizados com essa mesma dose. Nao
obstante, analisando as imagens histologicas observa-se que 0 grupo controle
apresentou aspecto normal do parénquima pulmonar, com alvéolos e septos
preservados, assim como o grupo AMG, controle positivo para a droga aminoguanidina.
Entretanto o grupo PPE evidenciou as alteracbes tipicas do enfisema, como a
destruicdo septal acompanhada pelo alargamento alveolar, ao passo que o grupo
PPE+AMG apresentou um parénquima mais estruturado, com septos alveolares mais
integros e espacos alveolares mais preservados (Figura 9).
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Figura 9. Prancha histolégica corada em HE mostra que o tratamento com
aminoguanidina 1% atenuou o enfisema induzido por PPE. As setas indicam destruicéo
septal e alargamento alveolar. (x 20)

A Tabela 6 apresenta as quantificacbes morfométricas e estereoldgicas das
alteracbes sofridas pelo tecido pulmonar apds estimulo da PPE e tratamento com
aminoguanidina.

Tabela 6. Avaliacdo quantitativa da alteracdo tecidual apés inducdo do enfisema e
tratamento com aminoguanidina.

CTR AMG PPE PPE+AMG
Lm (um) 4553 +1,79 49,96 +2,62  68,31+155% 56,44 +6,97
Sv (um?) 0,088 +0,004 0,080 +0,004 0,059 +0,001* 0,065 + 0,008
VWisepta] % 49,2 +1,53 46,2 +1,16 39,7 + 2,60* 42,67+ 2,96
VViaid % 50,8 + 1,53 53,8+1,16 60,3 +2,60* 57,33 +2,96

*representa diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. * P < 0,05. Lm,
diametro alveolar médio; Sv, densidade de superficie de septo alveolar; VVsepto,
densidade de volume de septo alveolar; Vv, densidade de volume de espaco alveolar.

Comprovando os resultados anteriores, a contagem total de leucdcitos também
foi aumentada no grupo PPE em relacéo ao controle. No entanto, o grupo PPE+AMG foi

reduzido em relacdo ao grupo PPE e ndo foi diferente estatisticamente do grupo
controle (Figura 10).
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Figura 10. Tratamento com aminoguanidina reduziu o recrutamento inflamatorio.
*representa diferenca estatistica em relacéo ao grupo controle e * em relacéo ao grupo
PPE. **+**P < 0,001. (n = 4 - 5).

4.1.5 Inibicao farmacoldgica da iINOS por Aminoguanidina diminui marcador de estresse
nitrosativo — nitrotirosina

A fim de comprovar a inibigcdo farmacoldgica da iNOS pelo tratamento com AMG
1%, foi feito o western blotting para avaliar o contetdo de iINOS. A expressao proteica
da iNOS foi observada no grupo controle e foi drasticamente, porém nao totalmente,
diminuida no grupo AMG. O seu conteudo foi muito aumentado no grupo PPE ao passo
gue o grupo PPE+AMG permaneceu sem o aumento induzido pela PPE e ainda teve o
contetdo reduzido quase que completamente (Figura 11). O contetudo da isoforma
endotelial da oxido nitrico sintase (eNOS) nao foi modificado no grupo AMG quando
comparado ao grupo controle, porém foi aumentado no grupo PPE. O tratamento com
AMG impediu o aumento da eNOS provocado pela PPE, observado no grupo
PPE+AMG. Quanto ao marcador do estresse nitrosativo, observou-se aumento de
nitrotirosina no grupo PPE, enquanto o grupo PPE+AMG diminuiu em relagdo ao grupo
PPE (Figurall).

1 ocm
CTR AMG PPE PPE+AMG = AMG
= enol B PPE *
o E
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Figura 11. Enfisema induzido por PPE aumenta expressao proteica de iNOS, eNOS e
nitrotirosina e tratamento com aminoguanidina impede esse aumento.
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4.1.6 Deficiéncia de INOS em camundongos geneticamente modificados previne contra
0 enfisema pulmonar induzido por PPE

Para melhor caracterizar o papel da INOS no desenvolvimento do enfisema, o
estimulo proteolitico da PPE foi dado a camundongos deficientes apenas nessa
isoforma da NOS. Entdo os grupos de animais selvagens foram instilados com salina
(CTR WT) e com 0,5 U de PPE (PPE WT) e os grupos de animais deficientes em iINOS
foram instilados com salina (CTR KO) e 0,5 U de PPE (PPE KO). Analise das imagens
histol6gicas mostra um enfisema bastante avancado no grupo PPE WT em relagcédo ao
grupo CTR WT. O grupo CTR KO ndo apresenta alteragcbes morfoldégicas na
histoarquitetura pulmonar. O grupo PPE KO se mostrou resistente ao enfisema, uma
vez que inibiu os efeitos proteoliticos derivados da acdo da PPE (Figura 12).
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Figura 12. Prancha histologica corada em HE mostra que animais deficientes em iNOS
séo resistente ao enfisema induzido por PPE. (x 40)

A Tabela 7 apresenta as quantificacdes morfométricas e estereoldgicas das
alteracfes sofridas pelo tecido pulmonar apés estimulo da PPE nos animais selvagens
e deficientes em iNOS.

Tabela 7. Avaliacdo quantitativa da alteracdo tecidual apés inducdo do enfisema em
animais selvagens e deficientes em iNOS

CTRWT PPE WT CTR KO PPE KO
Lm (um) 4255+ 1,41 77,36 +4,90* 41,96+ 1,48 49,01 +2,73
Sv (um™) 0,094 + 0,003 0,053 +0,003** 0,096 + 0,003 0,083 + 0,005
VV[septa] % 61,7 2,21 36,7 + 2,34* 66,3 + 1,60 53,9 +3,18
VViai 9 38,3+2,21 63,3 + 2,34* 33,7 +1,60"  46,1+3,18

*representa diferenca significativa em relacdo ao grupo CTR WT e * em relacdo ao
grupo PPE WT. * P < 0,05; ** p < 0,01; " P < 0,001. Lm, diametro alveolar médio;
Sv, densidade de superficie de septo alveolar; Vvsepo, densidade de volume de septo
alveolar; Vvgr, densidade de volume de espaco alveolar.

A Figura 13 demonstra ainda que o animais deficientes em INOS tiveram
reducdo do recrutamento leucocitario e da liberagdo de ROS induzida por PPE. Os
grupos deficientes em iINOS nao apresentaram diferencas entre si, mesmo com o

estimulo da PPE.
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Figura 13. Auséncia de iINOS impede aumento de leucdcitos totais e ROS induzidos por
PPE. *representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo CTR WT e ¥ em relacdo ao
grupo PPE WT. ** P < 0,01; P < 0,001. (n =5 - 9).

4.2 Estudo intranasal

A partir do estudo intratraqueal, observou-se que as alteracdes da resposta
redox envolvidas no enfisema tendiam a acontecer durante o processo de
desenvolvimento da doenca, e ndo com a doenca ja instalada. Por essa razao, foi feita
a incluséo do grupo observado 1 dia apés a instilacao intranasal de PPE.

4.2.1 Modelo de enfisema induzido por elastase intranasal € tempo-dependente e mais
acelerado que o modelo intratraqueal

A progressdo da lesdo enfisematosa nos animais instilados com 3 U de PPE
intranasal tendeu a ocorrer de forma mais rapida. O grupo 1 dia apés 3 U de PPE néo
apresenta qualquer variagcdo em relacdo ao grupo controle. Alguma destruicéao tecidual
ja é aparente no grupo 7 dias apos 3 U de PPE com espacos alveolares um pouco
aumentados em comparagao ao grupo controle, porém sem enfisema aparente. A partir
de 14 dias apOs o estimulo intranasal da PPE, a destruicdo tecidual ja € mais
consideravel, provocando alargamento dos alvéolos, ao passo que no grupo 21 dias
ap6s PPE o enfisema esta completamente estabelecido, com muitas areas de
alargamento alveolar e destruicdo tecidual evidentes no parénquima pulmonar (Figura
14).

A Tabela 8 apresenta as quantificacbes morfométricas e estereoldgicas das

alteracoes sofridas pelo tecido pulmonar apos estimulo intranasal da PPE.
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Figura 14. Prancha histolégica corada em HE mostra que a inducédo do enfisema por
PPE intranasal é tempo-dependente e mais acelerada que a intratraqueal. A) Grupo
controle 21 dias apos instilacdo de salina; B-E) Grupos tratados com 3 U de PPE 1, 7,
14 e 21 dias ap6s instilacdo, respectivamente. Setas indicam areas de alargamento
alveolar e destruicao septal. (x 20)

Tabela 8. Avaliacdo quantitativa da alteracdo tecidual apds inducdo do enfisema por
PPE intranasal

CTR PPE
1d 7d 14d 21d
Lm (um) 47,48 +1,79 52,05+ 2,55 58,17 + 2,32 63,74 + 4,87 70,8 + 2,58**
Sv (um?) 0,085+0,003 0,078 +0,004 0,069 +0,003 0,064 +0,005 0,057+ 0,002**
VVisepto]%0 55,6 + 2,46 504 +1,21 514+1,12 448 +1,43* 43,8 + 2,22*
VVjain% 444+246  496v121  486+112 552+143*  562+222*
*representa diferenca significativa em relacdo ao grupo CTR. * P < 0,05; * P < 0,01.

Lm, diametro alveolar médio; Sv, densidade de superficie de septo alveolar; VVsepto,
densidade de volume de septo alveolar; Vv, densidade de volume de espaco alveolar.
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A variacdo do modelo implicou em antecipacao da resposta redox no pulmao. A
Figura 15 demonstra como o grupo 1 dia ap6s 3 U de PPE foi mais afetado em
comparacao aos demais grupos estimulados com PPE e mesmo em comparacgado ao
controle. A Figura 15A apresenta os elevados niveis de nitrito no grupo 1 dia apdés 3U
de PPE em relagcdo ao grupo controle, enquanto os demais grupos tratados com PPE
tiveram os niveis de nitrito reduzidos em relacdo ao grupo 1 dia. A Figura 15B refere a
atividade de SOD aumentada apenas no grupo 1 dia apés 3 U de PPE. Os demais
grupos tratados com PPE nao apresentaram diferenca em relacdo ao controle. A Figura
15C demonstra a atividade de CAT diminuida no grupo 1 dia apdés 3 U de PPE e
inalterada nos demais grupos tratados com PPE quando comparados ao grupo

controle.
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Figura 15. Alteracdes no estado redox induzidas por PPE intranasal. A) Niveis de nitrito;
B) Atividade de superoxido dismutase; C) Atividade de catalase. A barra branca
representa o grupo controle observado 21 dias apds instilacdo i.n. de salina; a barra
preta representa os animais observados 1, 7, 14 e 21 dias ap0s instilacdo de 3 U de
PPE i.n. *representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle, e * em relacéo
ao grupo PPE 1 dia. **P < 0,01, ***#p < 0,001. (n = 4 — 6).

4.2.2 Tratamento com drogas antioxidantes atenua o enfisema pulmonar
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A confirmacdo do envolvimento do estresse oxidativo/nitrosativo na patogénese
do enfisema se deu através da melhora na histoarquitetura pulmonar de animais
estimulados com PPE e concomitantemente tratados com diferentes drogas
antioxidantes. A Figura 16A representa o grupo controle, com parénquima pulmonar
preservado. A Figura 16B representa o grupo 3 U de PPE i.n. caracteristico do
enfisema, com aumento dos espacos alveolares e uma consideravel destruicao septal.
A Figura 16C. é representativa do grupo PPE+Tempol, e mostra que o tratamento com
essa droga nao foi capaz de prevenir a degradacdo tecidual, porém nota-se que o
alargamento alveolar ocorreu em menor propor¢do. Os grupos PPE+APO+ALO e
PPE+Vit C+Vit E (Figura 16 D e F, respectivamente) em contrapartida, apresentaram
um parénquima mais preservado que o grupo PPE, porém com algum grau de
alargamento alveolar. No entanto, os grupos PPE+NAC e PPE+AMG (Figura 16 E e G,
respectivamente) apresentaram um parénquima pulmonar bastante preservado, com

septos e alvéolos integros, assemelhando-se com o grupo controle.

A Tabela 9 apresenta as quantificacbes morfométricas e estereologicas das
alteracoes sofridas pelo tecido pulmonar apds estimulo intranasal da PPE e mostra o
perfil protetor de drogas antioxidantes usadas para prevenir o enfisema. Os grupos
PPE+NAC e PPE+AMG foram os mais protegidos contra a acdo da PPE, uma vez que

o diametro alveolar foi reduzido em relacéo ao grupo PPE e a densidade de superficie

de septo alveolar aumentada em relacédo ao grupo PPE.
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Figura 16. Prancha histologica corada em HE mostra que o tratamento com drogas
antioxidantes previne o enfisema. A) Grupo controle 21 dias ap0s instilacdo de salina;
B) Grupo tratado com 3 U de PPE 21 dias apés instilacao; C) Grupo PPE+TEMPOL,; D)
Grupo PPE+APOCININA+ALOPURINOL; E) Grupo PPE+N-ACETILCISTEINA; F)
Grupo PPE+Vitamina C+Vitamina E; G) Grupo PPE+AMINOGUANIDINA. (x 20)

Tabela 9. Avaliacdo quantitativa da alteracdo tecidual ap6s inducdo do enfisema por
PPE intranasal e tratamento com drogas antioxidantes

Grupos Lm (um) Sv (um™)

CTR 61,17 + 4,30 0,067 + 0,005

PPE 88,85 + 3,61* 0,045 + 0,002*

PPE+TEMPOL 76,83 + 5,68 0,053 + 0,004

PPE+APO+ALO 66,35 + 4,01 0,061 + 0,004

PPE+NAC 60,95 + 1,50" 0,066 + 0,001"

PPE+VITC+E 65,34 + 3,68 0,062 + 0,003
PPE+AMG 52,08 + 2,77"" 0,078 + 0,004™*

*representa diferenca significativa em relacdo ao grupo CTR, e * em relagéo ao grupo
PPE. ** P < 0,05; " P < 0,001. Lm, diametro alveolar médio; Sv, densidade de

superficie de septo alveolar.
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5 DISCUSSAO

Os dados apresentados no presente trabalho sugerem o envolvimento do
estresse oxidativo e nitrosativo na patogénese do enfisema pulmonar. As diferentes
vias de administracdo de elastase pancreatica suina, isto é, intratraqueal e intranasal,
provaram ser capazes de levar as alteracdes histolégicas tipicas do enfisema e de
desencadear alteracdes no estado redox do pulmdo durante o estagio inicial do
processo de estabelecimento da doenca. Isso mostra que ambos os modelos testados
foram capazes de levar ao enfisema proteolitico. E mais do que isso, reforcaram as
bases tedricas da patologia do enfisema, relacionando as teorias do desequilibrio entre

proteases-antiproteases e do desequilibrio entre oxidantes-antioxidantes.

Esse estudo buscou desmistificar a origem do estresse oxidativo que ocorre no
enfisema pulmonar. Através dos dados obtidos ficou evidente que o estresse oxidativo
nao é decorrente apenas do estimulo causador do enfisema, como foi feito por muito
tempo culpando a fumaca de cigarro. Dessa forma, sugere-se que 0S estresses
oxidativo e nitrosativo sejam consequéncias dos efeitos da resposta inflamatéria e

inerentes ao processo patologico do modelo estudado.

O modelo intratraqueal de inducdo de enfisema utilizado foi de grande valor
cientifico, por apontar uma importante via que contribui para o estabelecimento da
doenca. Trabalhar com inibicdo farmacologica e deficiéncia genética da isoforma
induzivel da enzima o6xido nitrico sintase (INOS) e observar melhora do quadro
enfisematoso, propde um achado sobre a fisiopatologia do enfisema. Além disso,
através desse estudo, demonstrou-se uma importante interacdo entre diferentes vias
envolvidas no enfisema pulmonar proteolitico, como a inflamacao, o estresse oxidativo

e 0 nitrosativo.

A ocorréncia do estresse oxidativo nesse contexto pode ser explicada com base
no seguinte raciocinio. Quando a elastase € instilada e atinge as vias respiratorias, o
processo de destruicao tecidual é iniciado. As células inflamatorias sdo entdo ativadas,

e migram para 0s espagos alveolares a fim de neutralizarem o estimulo nocivo da



65

elastase (ANTUNES; ROCCO, 2011). No entanto, a liberagédo de proteases e ROS séo
inerentes dos leucécitos ativados e contribuem para a resposta inflamatéria e a
destruicdo do parénquima (RAHMAN; MACNEE, 1996; BARNES, 2004; RAHMAN;
ADCOCK, 2006). Além disso, o aumento direto do “burst respiratério” gerado pela
liberacdo aumentada de radicais de oxigénio por neutréfilos e macrofagos ativados
contribuem para o estabelecimento do estresse oxidativo (MACNEE, 2000). Mesmo um
Unico contato com a PPE, é o suficiente para disparar um processo de degradacdo
tecidual continuado, visto que peptideos derivados da quebra de componentes da
matriz extracelular (MEC) sao quimiotaticos para células inflamatérias, sugerindo que a
destruicdo da MEC pode ser um processo que se perpetua por si sé (HOGG; SENIOR,
2002).

O protocolo adotado no estudo intratraqueal efetivamente mostrou que o
enfisema induzido por PPE é dose-dependente, visto que a baixa dose de PPE utilizada
(0,05 U) n&o provocou alteragcdes estruturais no pulmao. Por outro lado, os
camundongos que receberam 0,5 U de PPE sofreram destruicdo tecidual enfisematosa
tipica, como foi indicado pelos diferentes parametros morfométricos e estereoldgicos.
Lm e Vv, aumentados acompanhados por Sv e Vvsepo diminuidos séo medidas bem
estabelecidas que caracterizam o enfisema pulmonar (VALENCA et al., 2006;
LANZETTI et al., 2011).

Associado a essas alteracdes histoldgicas, o elevado recrutamento de leucocitos
foi observado no BAL do grupo 21 dias apos instilacdo de 0,5 U de PPE, ou seja, no
grupo enfisematoso, demonstrando que a presenca de células inflamatérias esta
associada ao enfisema (YAO et al., 2010). Entretanto, o infiltrado de leucdcitos ndo foi
observado 7 e 14 dias apds PPE, embora um aumento na secre¢do da citocina TNF- a
tenha sido observado nesse mesmos grupos. A esse achado é atribuida a acédo de
células residentes, como as células epiteliais alveolares ou mesmo os macréfagos,
neutrofilos e linfocitos residentes, os quais iniciam o processo inflamatério no pulméo
por liberarem citocinas Thl. Embora essas células ndo tenham aumentado em numero,
€ possivel que elas estivessem mais ativadas apds estimulo da PPE. No mesmo

momento, uma redu¢do nos niveis de citocina IL-10 foi observada, indicando um perfil
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proinflamatério com aumento de citocina estimulatéria e diminuicdo de citocina
modulatdria no ambiente pulmonar. Em condig¢des fisiologicas, a IL-10 inibe a secrecao
de citocinas proéinflamatérias como TNF-a e INF-y, suprimindo a proliferagdo de células
T, células natural killer e macréfagos alveolares (BINGISSER; HOLT, 2001). Entretanto,
sobre condi¢cdes estimulatérias, a IL-10 ndo pode realizar esses efeitos
imunomodulatérios, favorecendo assim a secrecdo de TNF-a e contribuindo para a

inflamac&o.

Considerando que poucas células migraram para 0s espacos alveolares em 7
dias, como mostrado na Figura 7A, é provavel que as células presentes estavam mais
ativadas, isto é, secretavam mais TNF-a. Essa hipotese faz sentido quando analisada
juntamente com a atividade da mieloperoxidase, que foi aumentada a partir de 7 dias
apos PPE. Atividade aumentada de MPO indica a presenca de atividade neutrofilica
gue é considerada também um fator agravante para o estresse oxidativo, devido a sua
reacdo com H,O, que gera éacido hipocloroso, o qual pode reagir com o anion
superoéxido para formar o radical hidroxila, uma das espécies mais agressivas dentre 0s
ROS (VALKO et al., 2007).

O perfil da hidroxiprolina € especialmente interessante. Os niveis de OHpro
foram elevados em 7 dias, retornaram aos niveis basais em 14 dias e voltaram a subir
em 21 dias apds 0,5 U de PPE. A deteccdo de OHpro no BAL € uma forma indireta de
mensurar a quebra da MEC/tecido conjuntivo no pulmdo (LANZETTI et al.; CHURG et
al., 2002). Assim, os niveis elevados de OHpro no BAL apds estimulo elastolitico da
PPE sugerem que a quebra do tecido septal foi acelerada em determinados momentos,
comprometendo a arquitetura pulmonar. Isso poderia ser causado pela liberacdo de
proteases das células epiteliais e inflamatdrias ou através da acdo quimiotatica de
peptideos derivados da MEC, contribuindo para a destrui¢éo tecidual (HOGG; SENIOR,
2002).

O mesmo perfil de resposta evidenciado nos niveis de OHpro foi observado nos
niveis de nitrito, que foram aumentados em 7 dias, reduzidos aos niveis do controle em
14 dias e tornaram a aumentar em 21 dias apos instilacdo de 0,5 U de PPE. Esse

padrdo de comportamento sugere que uma resposta cinética esta envolvida durante o
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estabelecimento do enfisema. Aparentemente, uma resposta inicial € desencadeada
pelo estimulo da PPE e seus efeitos associados, seguida por uma fase de adaptacdo
contra os efeitos da PPE, porém finaliza com um aumento rebote de determinados
marcadores durante a fase de enfisema. O envolvimento do 6xido nitrico em diferentes
estagios do enfisema sugere que ele desempenha um papel central na patogénese
dessa doenca e encoraja 0os estudos que explorem as vias compreendidas no seu
metabolismo. Contudo, esse dado ndo pode ser interpretado independentemente,
devido a provavel interacdo do NO com outras moléculas. Sob condic¢des fisiolégicas, o
anion superoxido é rapidamente removido por altas concentracbes de enzimas
detoxificantes, chamada superéxido dismutase (SOD), e o NO é rapidamente difundido
através dos tecidos dentro das hemacias (BUTLER et al., 1998; JOSHI et al., 2002),
onde é convertido a nitrato/nitrito. No entanto, em condicbes proinflamatorias, a
producdo simultanea de superoxido e NO é fortemente ativada, aumentando a
producdo de ambas as moléculas em até 1000 vezes (PACHER et al., 2007). Essas
condicdes favorecem a formacédo de um forte oxidante, o peroxinitrito, que € produzido

pela reacdo de NO com o superoéxido.

Uma elevacdo na SOD e nos niveis de nitrito foi observada 7 dias apés PPE,
indicando indiretamente um aumento paralelo na producdo de superoxido e Oxido
nitrico, com consequente dismutacédo e conversao, respectivamente. Em contrapartida,
ambos foram diminuidos em 14 dias apos instilacdo de PPE, sugerindo o envolvimento
da formacéo de peroxinitrito, com superéxido e NO reagindo tdo rapidamente que a
atividade da SOD néo foi necessaria. Entretanto, em 21 dias ap6s PPE, quando o
enfisema estava estabelecido, a elevacdo dos niveis de nitrito voltou a ser observada,
mas agora sem elevacdo da atividade da SOD, sugerindo uma possivel faléncia do
sistema antioxidante e a livre sintese de peroxinitrito. Além disso, esse aumento de
nitrito pode ser produto da decomposicao de nitrotirosina, visto que sua degradacao
gera tirosina e nitrito (PACHER et al., 2007).

O estresse oxidativo foi evidente na fase inicial do desenvolvimento do enfisema,
guando a doenca de fato ndo estava estabelecida. Como mostrado pelo modelo tempo-

resposta de instilacdo de PPE, a SOD foi aumentada em 7 dias, a GPx foi aumentada



68

em 7, 14 e 21 dias, e o TBARS, um reconhecido marcador de dano oxidativo por
peroxidagao lipidica, foi aumentado em 7 e 14 dias. Esses resultados esclarecem um
importante aspecto do enfisema proteolitico, mostrando que o estresse oxidativo esta,
de fato, envolvido no estabelecimento e progressao dessa doenca. Além disso, esses
dados ressaltam diversos parametros que deviam ser considerados marcadores de

estresse oxidativo no enfisema proteolitico.

Além do estabelecimento da inflamacéo e da condicdo de estresse oxidativo, a
PPE disparou uma nova via de interagcdo. A estimulagcdo da iINOS favorece a
aumentada producdo de NO, que é envolvido na resposta inflamatéria. Esse aumento
nos niveis de NO pode facilitar a sintese de peroxinitrito a perigosos niveis, o qual pode
reagir com residuos de tirosina para formar nitrotirosina (MACNEE, 2000;
TSOUMAKIDOU et al., 2005). Pelo fato do NO se mover tdo rapidamente por entre as
membranas e as células, ele pode reagir com 0 superdxido mesmo sem ter sido
produzido dentro da mesma célula (PACHER et al.,, 2007). Para compreender a
participacdo do NO e seu potencial de reacdo com superoxido em formar peroxinitrito
durante o desenvolvimento do enfisema, animais que receberam PPE foram
simultaneamente tratado com aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS. Os dados
desse experimento mostrou que a PPE induziu reacdes de nitracdo, como foi mostrado
pelo conteddo aumentado de nitrotirosina, que também € observado em pacientes com
DPOC (TSOUMAKIDOU et al., 2005). Esses dados corroboram um estudo recente, que
usou outro inibidor seletivo da iNOS, o L-NIL, para mostrar que a iNOS desempenha um
papel crucial no enfisema induzido por fumaca de cigarro (TSOUMAKIDOU et al.,
2005).

O presente trabalho reforca o importante papel da atividade da iINOS durante o
desenvolvimento do enfisema proteolitico e ressalta a aminoguanidina como uma boa
estratégia terapéutica. A baixa expressdo da iINOS observada em ambos 0s grupos
tratados com AMG sugere uma inibicdo parcial da enzima, indicando que a modulacao
da atividade da iNOS talvez seja o melhor caminho para combater a progressao do
enfisema, visto que mesmo com inibicdo parcial, AMG inibiu efetivamente a nitracao e

melhorou a histoarquitetura pulmonar. Essa inibicdo farmacologica pode ter modulado
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também a eNOS, visto que o grupo PPE teve o conteudo de eNOS aumentado, e 0
grupo PPE+AMG teve manteve niveis basais. Além da melhora na morfologia

pulmonar, o tratamento com AMG preveniu o infiltrado inflamatorio.

De acordo com Laszlo 1995, AMG é um duplo inibidor das isoformas constitutiva
e induzivel da enzima oOxido nitrico sintase (NOS) (LASZLO et al., 1995). Entretanto,
uma revisdo publicada em 2001 (ALDERTON et al., 2001) comparou diferentes
inibidores das isoformas da NOS e mostrou que a AMG tem uma acgao parcialmente
seletiva entre INOS e eNOS, sendo 11 vezes mais seletiva para iINOS do que para
eNOS. Além disso, os autores propuseram a quebra do paradigma, afirmando que a
atividade das isoformas constitutivas neuronal e endotelial da NOS podem ser
reguladas por diferentes fatores. Assim, acredita-se que o tratamento proposto com
AMG 1% inibiu parcialmente a INOS e evitou 0 aumento da isoforma constitutiva eNOS,
subitamente elevada pela PPE.

Um estudo recente publicado por Boyer et al (2011) contradiz esses dados,
concluindo que nem a eNOS e nem a iNOS sado necessarias para o0 estabelecimento
do enfisema pulmonar induzido por elastase (BOYER et al., 2011). Embora eles tenham
encontrado um consideravel nimero de células positivas para 3-nitrotirosina no pulméao
de animais selvagens instilados com PPE, eles ndo encontraram qualquer melhora do
parénquima nem em animais geneticamente deficientes em iNOS ou eNOS e nem em
animais selvagens tratados com outro inibidor seletivo de INOS, o 1400W. Talvez esses
dados contraditorios sejam justificados por discrepancias fundamentais entre os
modelos experimentais de enfisema. Esse estudo prévio induziu o enfisema com uma
dose 10 vezes mais concentrada de PPE oriunda da empresa Elastin Products. Mesmo
com essa dose elevada (5 U de PPE/camundongo), o aumento observado no
parametro Lm (P < 0,05) foi menor do que o obtido no presente trabalho com 0,5 U de
PPE/camundongo oriunda da empresa Sigma (P < 0,01). Quanto a inibicéo
farmacoldgica estabelecida pelo 1400W, é possivel que tenha inibido completamente a
iINOS, visto que é 30 vezes mais seletivo para INOS do que para eNOS (GARVEY et al.,
1997), e que de alguma forma essa inibicao total tenha sido prejudicial para a resposta

pulmonar. Os resultados obtidos no presente estudo, a partir do experimento com
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animais geneticamente deficientes em iINOS corroboram os dados anteriores,
mostrando que animais deficientes em iNOS estimulados com PPE apresentaram
preservacao de parametros morfométricos com o LM, Sv e Vv de espaco alveolar e
septo além de evitar o aumento de leucocitos e de ROS induzidos pela PPE. Assim,
sugere-se que a modulacdo da iINOS em processos inflamatérios e crénicos como a
DPOC tem um papel fundamental em atenuar os seus efeitos.

A Figura 17 esquematiza os eventos envolvidos na patogénese do enfisema
induzido por elastase, e sugere de forma simplificada a ordem cronolégica dos
acontecimentos. A liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS)
por leucdcitos ativados contribui para inativacao de proteases (BARNES, 2004) e para o
desequilibrio redox, culminando com danos estruturais e bioquimicos, caracterizando o

enfisema pulmonar associado ao estresse oxidativo/nitrosativo.



71

ELASTASE

MACROFAGOS NEUTROFILOS
T ‘ — [ INOS |+
PROTEASES}—@— ANTIPROTEASES OXIDANTES —— ANTIOXIDANTES

K T

N

TECIDUAL OXIDATIVO NITROSATIVO

Figura 17. Representacdo esquematica dos eventos inflamatorios e oxidativos
envolvidos na patogénese do enfisema pulmonar. INOS — O6xido nitrico sintase
induzivel; ROS — espécies reativas de oxigénio; RNS — espécies reativas de nitrogénio.

O protocolo adotado no estudo intranasal comprovou que independentemente da
via de administracdo, o modelo de enfisema pulmonar induzido por elastase leva ao
estresse oxidativo. O diferencial desse modelo foi a dose de 3 U de PPE, uma dose
seis vezes maior do que a utilizada no estudo intratraqueal. A escolha dessa dose se
deu pelo fato de acreditarmos que o alcance da droga seria prejudicado, por ter que
percorrer as vias aéreas superiores. Por essa razdo, preferiu-se concentrar mais a
elastase para garantir seus efeitos proteoliticos nos pulmdes. Além disso, essa dose

havia sido previamente publicada por um colaborador do grupo (COUILLIN et al., 2009).

A diferenca entre os modelos utilizados gerou alteracées no perfil da resposta
pulmonar. O desequilibrio na atividade das enzimas antioxidantes, por exemplo,
indicador de estresse oxidativo, foi alterado no grupo 7 dias ap0s instilacdo intratraqueal
de PPE, ao passo que no modelo intranasal, esse desequilibrio foi antecipado,

ocorrendo no grupo 1 dia apés instilacdo i.n. de PPE. Os dados apresentados nesse
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modelo configuram uma condicdo de estresse oxidativo precoce, evidenciada 1 dia
apos o estimulo. Mas essa condi¢cdo parece ser tdo precoce quanto passageira, uma
vez que nenhuma outra alteracdo no perfil redox foi observada nos demais tempos. O
gue nao torna o estresse oxidativo menos importante para a doenga. A confirmacao do
envolvimento do estresse oxidativo no enfisema se deu através dos resultados obtidos
com os tratamentos por diferentes drogas antioxidantes. Usar alvos terapéuticos com
propriedades conhecidamente antioxidantes, e ndo anti-inflamatoria, e obter melhora na
morfologia pulmonar faz do estresse oxidativo uma via relacionada no desenvolvimento

do enfisema.

Todas as drogas utilizadas atenuaram o efeito da PPE sobre o parénquima,
diminuindo o grau de comprometimento dos alvéolos, visto através do Lm. A Figura 18
esquematiza a atuacdo das drogas em vias cruciais relacionadas com o estresse
oxidativo/nitrosativo. O tempol, droga que mimetiza a acdo da enzima superoxido
dismutase foi o de menor eficacia em se tratando de evitar o alargamento alveolar,
mesmo nédo tendo sido diferente estatisticamente do grupo controle (Tabela 9). Esse
dado pode ser interpretado de duas maneiras distintas. Ou pode sugerir que aumentar
a taxa de dismutacdo do anion superoxido ndo basta como estratégia terapéutica de
combate ao enfisema. Ou ao contréario, que a dose de tempol administrada (1 mM) pode
ter sido subestimada e por isso ndo obteve dados mais relevantes no combate ao

enfisema.

O efeito encontrado com o tratamento simultdneo de apocinina+alopurinol, foi
similar ao efeito gerado pela associacdo das vitaminas C e E. Muitas areas de
parénquima preservado ao longo do pulmdo, com areas de alargamento alveolares
intercaladas. O efeito do tratamento antioxidante observado nesses dois grupos foi um
pouco mais eficaz que o tempol, porém nao suficientemente capaz de manter o
diametro alveolar significativamente reduzido em comparacdo ao grupo PPE. Isso
indica que diminuir a taxa de sintese de anion superéxido inibindo as vias da NADPH
oxidase por acdo da apocinina, e da xantina oxidase por acao do alopurinol, ndo reflete
uma prevencao eficaz contra o enfisema, ao menos nas doses testadas. Esse resultado

pode ter sido influenciado pela acdo duvidosa da apocinina, que apesar de ser



73

considerada antioxidante por inibir a migracdo do componente citosélico p47phox do
complexo NADPH oxidase (CASTOR et al., 2010), do citoplasma para a membrana,
alguns estudos tém mostrado seu perfil pré-oxidante (RIGANTI et al., 2006; RIGANTI et
al., 2008; CASTOR et al., 2010). Contudo, as vitaminas que se mostraram eficazes em
prevenir e tratar o enfisema induzido por fumaca de cigarro (VALENCA et al., 2008),
agora mostraram apenas a capacidade de atenuar o enfisema proteolitico, visto que
também ndo foram capazes de reduzir significativamente o diametro alveolar em

comparacao ao grupo PPE.
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Figura 18. Vias de atuacao das drogas antioxidantes.

Dois dos tratamentos propostos tiveram resultados bastante promissores, por
conseguirem a reducdo do Lm em relacdo ao grupo PPE. O tratamento com
aminoguanidina 1% ja havia demonstrado beneficios para o pulmdo no estudo
intratraqueal, e confirmou a sua acdo preventiva contra o enfisema nesse modelo
intranasal. Mais uma vez a teoria de inibicdo da iINOS indica uma via relacionada na
patogénese do enfisema. Além disso, ja foi mostrado em outro modelo experimental
(ratos diabéticos) que a aminoguanidina possui a propriedade de inibir reacdes de
glicacdo nao-enzimaticas, permitindo o aumento da atividade de enzimas antioxidantes

como catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase (STOPPA et al., 2006).
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Embora esse tipo de reacdo ndo esteja relacionado ao enfisema, ja se sabe que a
aminoguanidina além de ser inibidora da iINOS pode em algum aspecto preservar o

sistema antioxidante enddégeno.

O outro grupo que apresentou resultados encorajadores foi o que recebeu
tratamento com N-acetilcisteina, um antioxidante de acdo bastante conhecida. Esse
farmaco atua como precursor da molécula de glutationa (GSH), um tripeptideo de acéo
antioxidante por conter grupamento tiol, de grande importancia para o pulméo
(RAHMAN; MACNEE, 2000). No entanto, Failli e colaboradores mostraram em 2002
gue macréfagos alveolares de pacientes com esclerose sistémica apresentaram
aumento da atividade de INOS e aumento na formagcdo de peroxinitrito, mas o
tratamento com N-acetilcisteina foi capaz de diminuir a sintese de peroxinitrito (FAILLI
et al., 2002). Esse dado fortalece o motivo pelo qual a NAC foi uma das terapéuticas
mais bem sucedidas, uma vez que ja foi demonstrado o aumento do peroxinitrito no

enfisema e a melhora do parénquima pulmonar dos animais tratados com NAC.

Talvez existam muitas explicagdes ainda ocultas acerca dos resultados obtidos,
0 que nos encoraja a explorar mais os mecanismos compreendidos na acéo especifica
de cada antioxidante testado. Mas vale lembrar que apesar de ndo terem sido feitas
curvas de dose-resposta para cada droga utilizada, as doses estipuladas foram
baseadas em publicacbes prévias que usaram a via oral para administracdo das
mesmas. Esse foi um ponto relevante na escolha da literatura a ser seguida, visto que

havia preferéncia pela via oral pela aproximagcao com a via utilizada nos humanos.

Infelizmente, ndo dispomos ainda hoje de uma terapia convencional eficaz no
controle da inflamacdo pulmonar que ocorre na DPOC (CHUNG; ADCOCK, 2008;
COSTA et al., 2009). Sugerir terapia com antioxidantes para o tratamento da DPOC
ainda € um passo largo, com muitas lacunas a serem preenchidas. Mas o presente
estudo vem colaborar para a consolidacdo de uma nova perspectiva nesse contexto.
Talvez a associacdo dessa terapia promissora com corticoides usados na prética

convencional possa favorecer o advento da terapéutica da DPOC.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou uma triade envolvida na patogénese do enfisema
pulmonar induzido pelo disturbio proteolitico. Inflamacéo, estresse oxidativo e estresse
nitrosativo parecem ser importantes variaveis que contribuem para o desenvolvimento
do enfisema. Uma nova descoberta deste estudo € que o0 estresse oxidativo
desempenha um papel fundamental na fase inicial da doenga, enquanto o marcador de
estresse nitrosativo parece ser indicativo do enfisema totalmente instalado. A via da
INOS desempenha importante efeito na patogénese do enfisema, visto que a sua
inibicdo farmacoldgica e deplecdo génica protegeram contra o enfisema proteolitico.
Outras drogas antioxidantes também foram capazes de atenuar o efeito da PPE
intranasal, porém a N-acetilcisteina e a aminoguanidina foram as mais eficazes. Os
nossos resultados sugerem que 0s estresses oxidativo e nitrosativo provenientes da
producdo aumentada de Oxido nitrico via INOS sado cruciais para a patogénese do

enfisema pulmonar.
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ABSTRACT

Our aim was to investigate the role of oxidative stress in elastase-induced pulmonary
emphysema. C57BL/6 mice were subjected to pancreatic porcine elastase (PPE)
instillation (0.05 U or 0.5 U) per mouse (i.t.) to induce pulmonary emphysema. Lungs
were collected on days 7, 14 and 21 after PPE instillation. The control group was sham-
injected. Also, mice treated with 1% aminoguanidine (AMG) and iNOS knockout mice
received 0.5 U PPE (i.t.) and lungs were analyzed 21 days after. We performed BAL,
biochemical analyses of oxidative stress, and lung stereology and morphometry assays.
Emphysema was observed histologically at 21 days after 0.5 U PPE treatment; tissues
from these mice exhibited increased alveolar linear intercept and airspace volume
density in comparison with the control group. TNF-a was elevated at 7 and 14 days after
0.5 U PPE treatment, concomitant with a reduction in the IL-10 levels at the same time-
points. Myeloperoxidase was elevated in all groups treated with 0.5 U PPE. Oxidative
stress was observed during early stages of emphysema, with increased nitrite levels and
malondialdehyde and superoxide dismutase activity at 7 days after 0.5 U PPE
treatments. Glutathione peroxidase activity was increased in all groups treated with 0.5
U PPE. The emphysema was attenuated when iNOS was inhibited using 1% AMG and
in INOS knockout mice. Furthermore, proteolytic stimulation by PPE enhanced the
expression of nitrotyrosine and iINOS, while the PPE+AMG group showed low
expression of INOS and nitrotyrosine. PPE stimulus also induced eNOS expression,
while AMG reduced eNOS. Our results suggest that the oxidative and nitrosative stress
pathways are triggered by nitric oxide production via iINOS expression in pulmonary
emphysema.

Keywords: oxidative stress; emphysema; elastase; aminoguanidine; nitrotyrosine.

INTRODUCTION

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is characterized by chronic bronchitis
and pulmonary emphysema. Emphysema is the major cause of chronic morbidity and
mortality in COPD patients worldwide [1]. Emphysema is characterized by airspace
enlargement, accompanied by the destruction of parenchymal structure. The breakdown
of the extracellular matrix in the parenchymal tissues occurs due to the inflammatory
response, in which inflammatory cells are recruited to the lungs. There, the inflammatory
cells release a large quantity of proteinases, exceeding the proteinase inhibitor defenses
of the lung; this phenomenon is the basis of the well-described proteinase-anti-
proteinase hypothesis [2]. Beyond proteinase release, neutrophils and activated
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macrophages also release reactive oxygen species due to the respiratory burst that
occurs during the inflammatory process. These cells also secrete cytokines, potentiating
further inflammation. It is known that both proteolytic stimulus and oxidative stress are
involved in the pathogenesis of pulmonary emphysema.

Cigarette smoking, the main risk factor for the development of emphysema, has long
been considered responsible for the oxidative stress involved in this process. However,
recent studies have demonstrated that endogenous oxidative stress is involved in
proteolytic emphysema in several rodent models. Most of these studies have
investigated genes that are related to the cellular antioxidant response, such as Nrf2
(NF-E2-related factor 2) [3], TRX1 (thioredoxin 1) [4], and SOD3 (extracellular
superoxide dismutase, or ECSOD) [5]. In contrast, our study focused on evaluating the
antioxidant response in the lungs after porcine pancreatic elastase stimulation, at
different time-points of emphysema establishment. We also investigated the participation
of the nitrosative stress pathway as an aggravator of protease-induced pulmonary
emphysema. A very recent study has demonstrated that inducible nitric oxide synthase
(INOS) inhibition reverses the pulmonary emphysema induced by cigarette smoke [6].
However, we hypothesized that the peroxynitrite synthesis, from the nitric oxide and
superoxide anion reaction, contributes to the development of pulmonary emphysema,
disturbing the antioxidant defenses and generating oxidative damage at the cellular
level.

MATERIAL AND METHODS

All procedures were approved by the Institutional Ethics Committee of the Federal
University of Rio de Janeiro (DAHEICB 063).

Study |

Five groups of C57BL/6 mice (n = 6) were used. Mice were anesthetized and subjected
to an intratracheal instillation of either 0.05 U or 0.5 U of porcine pancreatic elastase
(PPE — Sigma-Aldrich) or saline (control group). Animals were sacrificed at 7, 14 and 21
days after treatment to better comprehend the moment of the appearance of the
emphysematous lesions and in which moment the oxidative stress is crucial for the
emphysema development.

Study Il

To assay the role of nitric oxide in the pathogenesis of emphysema, we inhibited
inducible nitric oxide synthase (INOS) by treating the animals with 1% aminoguanidine
(AMG), provided in the drinking water. AMG treatment began one day before
emphysema induction and continued throughout the entire emphysema time-course (to
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21 days after 0.5 U of PPE). Mice were randomized into four groups (n = 5): control,
AMG, PPE and PPE+AMG.

Study Il

In order to study the role of inducible nitric oxide synthase in the pathogenesi of
mphysema, C57BL/6 wild-type and iNOS knockout mice were subjected to an
intratracheal instillation of 0.5 U of PPE and sacrificed 21 days after the treatment. Mice
were randomized into four groups (n = 5): control, PPE, control INOS KO and PPE iNOS
KO.

Lung histology and quantification of emphysema

Mice were sacrificed by cervical displacement. Left lungs were removed and fixed with
4% paraformaldehyde. The tissue was embedded in paraffin, and 5 pm thick sections
were stained with H&E. Airspace enlargement was quantified by the mean linear
intercept length of the distal airspaces (Lm) in 30 randomly chosen fields of tissue
sections per group [7]. The surface density of alveolar septa (Sv[alvsept]), volume
density of alveolar septa (Vv[alvsept]) and airspace volume density (Vv[airspaces])
were calculated by counting the number of structures that were intersected by the test-
system (partial points [Pp]) in 30 randomly chosen fields per group [8].

Measurements in BAL

Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed immediately after sacrifice (3 x 0.5 mL
saline). The trachea was exposed and cannulated to allow access to the airway. The
BAL fluid was kept on ice. Aliquots were reserved for cell counts (performed under a
microscope), and the remaining BAL was centrifuged (600 g). Aliquots of the
supernatant were subjected to ELISA to measure secreted TNF-a and IL-10; Bradford
assays to measure protein content [9]; myeloperoxidase (MPO) assay [10]; and a
colorimetric hydroxyproline assay (OHpro) [11, 12]. Outlining of MPO and OHpro can be
visualized in Table 1. ROS detection was performed in BAL cells following the adapted
NBT protocol [13]. Briefly, ROS produced by cells reacted with nitro blue tetrazolium
chloride (NBT) generating blue formazan. Optical density (OD) was read in a microplate
reader (Bio-Rad model 550; Hercules, CA, USA) at 630 nm. All assays were conducted
as previously described.

Measurements in lung homogenates

Right lungs were removed and homogenized in potassium phosphate buffer. The
homogenate was centrifuged (600 g) and the supernatant was removed. Protein
concentration was estimated using the Bradford method [9]. Outlining of biochemical
analyses can be visualized in Table 1. Nitrite levels were determined by a method based
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on the Griess reaction [14]. Superoxide dismutase (SOD) activity was determined as
described by Bannister and Calabrese [15]. Glutathione peroxidase (GPx) activity was
measured as described by Flohe [16]. Lipid peroxidation was measured using a
thiobarbituric acid-reactive substances assay (TBARS) as a marker of oxidative
damage [17]. Western blots were used to analyze the expression of iINOS, eNOS and
nitrotyrosine. The antibodies against iINOS (Cayman Chemical Company, Michigan,
USA), eNOS and nitrotyrosine (Santa Cruz Biotechnology, California, USA) were diluted
1/1000. Tubulin (Santa Cruz Biotechnology, California, USA) was used as an internal
control. Equal loading of the samples was ensured by protein quantification prior to
SDS-PAGE; membranes were also re-probed for tubulin to confirm equal loading.

Statistical analyses

The data were compared using one-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test
(mean £ SEM, p<0.05). Statistical analyses were performed in GraphPad Prism
software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

RESULTS
Lung emphysema induced by PPE is time and dose dependent

To evaluate the different stages of emphysema development and determine whether it is
PPE dose-dependent, we exposed mice to 0.5 U and 0.05 U of PPE and observed the
lung histology at 7, 14 and 21 days after instillation. For the lowest dose (0.05 U of
PPE), we analyzed only the 21 day time-point. H&E-stained histological sections
revealed normal lung structure in the control group. At 7 days post-PPE instillation (0.5
U), no changes in the lung parenchyma were observed. At 14 days post-PPE, some
alveolar increase was observed, and at 21 days, complete emphysema had occurred,
with the significant enlargement of alveolar spaces distributed throughout the
parenchyma (Figure 1A-E). To further characterize the establishment of emphysema,
histological findings were quantified in the lung slices. As shown in Table 2, all
histological abnormalities typical of emphysema were observed in the tissues collected
at 21 days post-PPE 0.5 U instillation, including increased mean linear intercept length
of distal airspaces (Lm) and airspace volume density (Vv[airspaces]) accompanied by
decreased surface density of alveolar septa (Sv[alvsept]) and volume density of alveolar
septa (Vv[alvsept)).

PPE (0.5 U) triggers chronic inflammatory response with early cytokine
modulation in BAL
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Cell counts were conducted in BAL to evaluate leukocyte migration; increased numbers
of cells were found only at 21 days post-PPE 0.5 U instillation (Figure 2A). However, the
response at the cytokine secretion level occurred at earlier time-points. The pro-
inflammatory TNF-a was elevated at 7 and 14 days post-PPE 0.5 U instillation, while
the anti-inflammatory IL-10 was reduced at the same time-points (Figure 2B-C). An
increase in myeloperoxidase was observed at 7 days (p<0.001) and persisted at 14 and
21 days after the instillation of 0.5 U of PPE (Figure 2D, Table 1), characterizing a high
number of activated neutrophils into the airways. In contrast, the hydroxyproline levels
detected in the BAL were increased at 7 days (p<0.01), reduced to baseline (i.e., levels
similar to those of the control group) at 14 days, and increased again (p<0.001) at 21
days after instillation of 0.5 U of PPE (Figure 2E, Table 1), showing a cyclic extracellular
matrix remodeling by turnover of collagen. None of the evaluated parameters were
altered in the group treated with 0.05 U of PPE for 21 days.

Proteolytic stimulation by PPE triggers oxidative stress in early lung injury

Nitrite levels can be used as an indirect measurement of nitric oxide, a physiologic
molecule that can be enhanced in the inflammatory process and contribute to
oxidative and nitrosative stress. Nitrite levels were increased at 7 days after the
instillation of 0.5 U of PPE (p<0.05), returned to baseline at 14 days, and increased
again (p<0.01) at 21 days (Figure 3A, Table 1). Meanwhile, antioxidant enzymes
exhibited different temporal response patterns. Superoxide dismutase activity was
increased only at 7 days after instillation of 0.5 U of PPE (p<0.05 — Figure 3B, Table 1),
while glutathione peroxidase was enhanced at all time-points tested (p<0.001 - Figure
3C, Table 1). Further demonstrating that oxidative stress is more evident at early
time-points, the groups 7 and 14 days after instillation of 0.5 U of PPE exhibited
elevated levels of TBARS (p<0.05 - Figure 3D), a marker of oxidative damage.

Aminoguanidine treatment attenuates lung emphysema

To verify that nitric oxide is involved in the elastolytic model of emphysema, mice
subjected to the instillation of 0.5 U of PPE were treated with 1% AMG for 22 days,
beginning one day prior to the PPE treatment. Lung histology showed that mice treated
with 1% AMG alone were indistinguishable from those in the control group (Figure
4A), with normal alveolar spaces and preserved septa (Figure 4B). PPE-treated mice
exhibit lesions typical of emphysema, with increased alveolar spaces and evident
septal destruction (Figure 4C), as described above. However, the PPE+AMG-treated
mice showed relatively well-preserved lung parenchyma, with better maintained
alveolar septa and consequently better preserved alveolar spaces than the PPE group
(Figure 4D). As shown in Table 3, all histological alterations typical of emphysema
were observed at 21 days post-PPE 0.5 U instillation, including increased mean linear
intercept length of distal airspaces (Lm) and airspace volume density (Vv[airspaces]),
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accompanied by decreased surface density of alveolar septa (Sv[alvsept]) and density
of alveolar septa (Vv[alvsept]). However, treatment with 1% aminoguanidine effectively
attenuated the effects of PPE on the lungs, and the PPE+AMG group was
indistinguishable from the control group.

AMG decreased inflammatory infiltrate and protein nitration induced by PPE

BAL cell counts showed that PPE induced an increase in leukocyte migration (p<0.001)
compared to the control group. In contrast, the cell counts in the PPE+AMG group were
similar to those in the control and reduced (p<0.001) compared to the PPE group
(Figure 5). Western blotting analysis showed that treatment with 1% aminoguanidine
partially inhibited INOS expression (Figure 6). Nevertheless, AMG effectively prevented
PPE-induced iINOS over expression in the PPE+AMG group. Surprisingly, the
PPE+AMG group also exhibited a reduction in eNOS expression compared to the PPE
group. As a consequence of INOS and eNOS over expression, the PPE group exhibited
elevated nitrotyrosine, a marker of nitrosative stress, while AMG treatment effectively
prevented protein nitration; lower nitrotyrosine expression was observed in the
PPE+AMG group compared to the PPE group.

INOS deficiency protected against PPE-induced emphysema

To better characterize the role of INOS in the progression of emphysema a separate
group of C57BL/6 wild-type and iINOS-/- mice were exposed to PPE. Lung histology and
morphometry/stereology were assayed to evaluate the pulmonary architecture. Total
leukocyte numbers were quantified and ROS levels were analyzed as a parameter of
oxidative stress. Lung histology showed that control iINOS-/- mice were similar to
control WT group (Figure 7A), with normal alveolar spaces and preserved septa (Figure
7B). PPE-treated mice exhibited lesions typical of emphysema, with increased alveolar
spaces and evident septal destruction (Figure 7C), as described above. However, PPE
iINOS-/- mice showed intact alveolar septa and consequently better preserved alveolar
spaces than the PPE group (Figure 7D). Table 4 confirms all the typical changes in
PPE WT group with a significant improvement in PPE iINOS-/- group. The phenotype is
better in PPE iNOS-/- mice than in PPE WT group, because this group presented a
reduction in total leukocyte numbers (p< 0.01) and ROS levels (p< 0.001) (Figure 7E-F).

DISCUSSION

Our results demonstrate a critical interaction between different pathways involved in
pulmonary emphysema, whereas proteolytic stimuli induced by elastase leads to
oxidative stress and inflammation at different time-points during the establishment of
emphysema. An interesting fact i observed at 21 days after stimulation; at this time-point
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the emphysema is completely installed and any changes linked to antioxidant enzyme
activities are observed. The changes in antioxidant enzyme activities were observed at
the initial stage of emphysema establishment, when the final lesions have yet to be
developed. This demonstrates that oxidative stress participates in the evolution of
pulmonary emphysema, even in a proteolytic model. We also demonstrate that
intervention in nitric oxide synthesis may be a promising strategy for the treatment of
emphysema because mice exposed to proteolytic stimuli suffered nitrosative stress and
presented enhanced nitrotyrosine expression, a marker of nitrosative damage.
Aminoguanidine treatment inhibited this process, thus preventing this complication and
attenuating septal tissue destruction.

There is a rationale explaining the relationship between inflammation and oxidative
stress in this model. When elastase is instilled and reaches the airways, tissue
destruction processes are initiated. Then, inflammatory cells are activated and migrate
to the alveolar spaces to neutralize the harmful stimulus [18]. However, the release of
proteases and reactive oxygen species (ROS) is an inherent byproduct of activated
leukocytes and contributes to the inflammatory response and parenchyma destruction
[19-21]. Additionally, the direct increase in the oxidative burden produced by the release
of oxygen radicals from inflammatory neutrophils and macrophages contributes to the
establishment of a oxidative stress [22]. Even a single exposure to PPE is sufficient to
trigger a continuous degradation process because peptides derived from the
extracellular matrix (ECM) are chemotactic for inflammatory cells, suggesting that ECM
destruction may be a self-perpetuating process [23].

The protocol used in this study effectively produced emphysematous lesions in a dose-
dependent manner; a low dose of 0.05 U of PPE did not induce structural lung
alterations. On the other hand, mice exposed to 0.5 U of PPE underwent typical
emphysematous tissue destruction, as indicated by several morphological/stereological
parameters. Increased Lm and decreased Sv and Vv[alvsept] demonstrate accelerated
tissue destruction, increasing Vv[airspaces] to produce enlarged alveolar spaces. All of
these histological measures are well-established features of pulmonary emphysema
[24, 25]. Associated with these histological changes, elevated leukocyte recruitment
was observed in the BAL of the group 21 days after PPE instillation (0.5 U), i.e., the
emphysema group, demonstrating that the presence of inflammatory cells is linked to
emphysema [5]. However, leukocyte infiltration was not observed at 7 and 14 days after
PPE instillation, even though an increase in TNF-a cytokine secretion was observed at
these time-points. This finding is attributed to the actions of resident cells, such as
alveolar epithelial cells or even resident macrophages, neutrophils and lymphocytes,
which initiated the inflammatory process by releasing the Thl cytokine. Although these
cells were not obviously increased in number, it is possible that they were more
activated after PPE instillation. At the same time, a reduction in IL-10 cytokine levels
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was observed, indicating a pro-inflammatory profile with an increase in stimulatory
cytokines and decrease in modulatory cytokines in the lung environment. Under normal
physiological conditions, IL-10 inhibits the secretion of pro-inflammatory cytokines such
as TNF-a and INF-y, suppressing the proliferation of T-cells, NK cells, and alveolar
macrophages [26]. However, under stimulatory conditions, IL-10 cannot carry out these
immunomodulatory effects, favoring increased secretion of TNF-a and contributing to
inflammation. Considering that few cells migrated to the alveolar spaces at 7 days, as
shown in Figure 2A, it is likely that the cells present were more active, i.e., secreted
more TNF-a. This rationale is consistent with the myeloperoxidase activity, which was
increased beginning at 7 days after PPE instillation. Increased myeloperoxidase
activity indicates the presence of neutrophil activity and is also a considerable
aggravating factor for oxidative stress because its reaction with H202 generates
hypochlorous acid, which can react with the superoxide anion to form a hydroxyl radical,
one of the strongest ROS [27]. It is surprising that variation in inflammatory mediators
and oxidative stress markers occurring at 7d after induction of emphysema, while the
leukocytes in the BAL do not increase until 21d. Especially when at this time when
increasing the number of leukocytes, the markers: TNF-q, IL-10, SOD and TBARS had
returned to control values. But inflammation first occur in alveolar septa and after in
alveolar space. Inflammatory mediators and redox markers were performed in lung
homogenates while leukocyte numbers were quantified in BAL. So, we suggest a
temporal response between parenchyma and BAL which is proportional to variation
observed in our study. Thus TNF-a, IL-10, SOD and TBARS were reduced in lung
homogenates because major leukocyte numbers were found at this time in BAL.

The hydroxyproline profile is especially interesting. Hydroxyproline levels were elevated
at 7 days, returned to baseline levels at 14 days and increased again at 21 days after
PPE instillation. The detection of OHpro in BAL is an indirect way to assess connective
tissue/extracellular matrix breakdown [12, 28]. Thus, the elevated levels of OHpro in
BAL after PPE stimuli suggest that the breakdown of septal tissue was accelerated at
specific time-points, compromising the pulmonary architecture. This could be caused by
protease release from inflammatory and epithelial cells or through the chemotactic
action of peptides derived from the extracellular matrix (ECM), contributing to
continuous tissue destruction [23]. The hydroxyproline response profile was paralleled
by nitrite levels, which were increased at 7 days, reduced to control levels at 14 days
and increased again at 21 days after PPE instillation. This pattern of behavior suggests
that a kinetic response is involved during the establishment of emphysema. Apparently,
an initial response is triggered by PPE stimulation and associated effects, followed by a
more stable stage featuring a “pseudo-effective” combating of the PPE effects and
ending with a rebound elevation of specific markers during the emphysema phase. The
NO involvement at different stages of emphysema suggests that it plays a pivotal role in
the pathogenesis of emphysema and encouraged us to explore the underlying
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pathways. However, this data cannot be interpreted independently because NO is likely
to interact with other molecules. Under physiological conditions, the superoxide anion is
rapidly removed by high concentrations of scavenging enzymes, called superoxide
dismutases (SOD), and NO is rapidly removed by diffusion through tissues into red
blood cells [29, 30], where it is converted to nitrate/nitrite. However, under pro-
inflammatory conditions, the production of superoxide and NO are simultaneously
strongly activated, increasing the production of both molecules by 1,000-fold [31].
These conditions favor the formation of the strong oxidant peroxynitrite, which is
produced by the collision of NO and superoxide.

Elevated SOD and nitrite levels were observed at 7 days post-PPE, indirectly indicating
a parallel increase in O2- and NO production with consequent dismutation and
conversion, respectively. In contrast, both are decreased at 14 days after PPE-
instillation, suggesting the involvement of peroxynitrite formation, with NO and
superoxide reacting so quickly that SOD activity was not required. However, at 21 days,
when emphysema is established, nitrite elevation is observed again but not
accompanied by elevation in SOD activity, suggesting a possible failure of the
antioxidant system and free peroxynitrite synthesis.

Oxidative stress is more evident at the initial phase of the establishment of emphysema
than when the emphysema is fully developed. As shown by the time-course after PPE
instillation, SOD was elevated at 7 days, GPx was elevated at 7, 14 and 21 days, and
TBARS, a recognized marker of oxidative damage by lipid peroxidation, was elevated at
7 and 14 days. These results clarify an important aspect of proteolytic emphysema,
showing that oxidative stress is in fact involved in its establishment and progression.
Additionally, these data highlight several parameters that should be considered markers
of oxidative stress in proteolytic emphysema. Beyond the establishment of inflammation
and oxidative stress condition, PPE triggered additional interacting pathways. The
stimulation of inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression favors the enhanced
production of NO, which is involved in inflammatory responses. These increases in NO
levels could facilitate dangerous levels of peroxynitrite synthesis, which can react
with tyrosine residues to form nitrotyrosine [22, 32]. Because NO moves so readily
through membranes and between cells, it can react with superoxide even if it has not
been produced within the same cell [31]. To understand the participation of nitric oxide
and its potential to react with superoxide anion to form peroxynitrite during the
development of emphysema, animals were co-treated with aminoguanidine, a selective
inhibitor of INOS. The data from these experiments show that PPE induced nitration
reactions, as demonstrated by the elevated nitrotyrosine expression, which is also
observed in COPD patients [32]. Our data corroborates that of a recent study, which
used another iINOS-selective inhibitor, L-NIL, to show that INOS plays a crucial role in
tobacco-smoke-induced emphysema [32]. Our data reinforce the critical role of INOS
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activity during the development of proteolytic emphysema and highlights
aminoguanidine as a good therapeutic strategy. A previous study from our group
showed that an inhibitor (L-NAME) and a substrate (L-arginine) for NO synthesis play
different effects on the emphysema caused by cigarette smoke, a source of oxidants
[33]. The mechanism of action of the inhibitor used before is non-selective, because L-
NAME is analogous to L-arginine, implying in a competition for NO synthesis [34].

However, the mechanism of action of aminoguanidine is different because it acts
preferentially on the inducible isoform of nitric oxide synthase [35]. Thus, a specific
inhibition enables a better characterization of the pathway involved in the pathogenesis
of emphysema. Nevertheless, in the present study we used an elastase model of
emphysema, which is not a source of oxidants, to prove that the oxidative and
nitrosative pathways are involved in the process of induction of emphysema per se,
regardless of the causative stimulus. The low iINOS expression observed in both
groups treated with 1% AMG suggests that the inhibition of INOS was incomplete.
Nevertheless, 1% AMG effectively inhibited nitration and may also have modulated
eNOS expression in response to PPE. According to Laszlo 1995, AMG is a dual
constitutive and inducible nitric oxide synthase (NOS) inhibitor [36]. However, a review
published at 2001 [37] compared different inhibitors of NOSs and showed that AMG play
a partial selective action between iINOS and eNOS, being 11 times more selective for
INOS than for eNOS. Furthermore, they proposed the broke of the paradigm, affirming
that the activity of constitutive neuronal and endothelial NOSs can be regulated by
different factors. Thus, we suggest that the proposed treatment (1% AMG) partially
inhibited INOS expression and avoided the over expression of the constitutive isoform
eNOS, lightly increased by PPE. Above all, treatment with 1% AMG improved the
pulmonary histoarchitecture, preventing alveolar damage and inflammatory infiltration.

Compared to our study, a recent study published by Boyer et al showed contradictory
results, concluding that neither eNOS nor iINOS are required for the development of
elastase-induced emphysema [38]. Although they found increased number of 3-
nitrotyrosine positive cells in lung from PPE WT mice, they didn’t find any improvement
on lung parenchyma neither of iINOS or eNOS deficient mice nor 1400W treated-mice,
an important iINOS-selective inhibitor. Perhaps these contradictory data are justified by
crucial discrepancies between both emphysema models. The previous one induced
emphysema with a 10 times higher dose of PPE from elastin products when compared
to our study. Even with this elevated dose (5 U of PPE/mice), our results regarding Lm
parameter were more significant than the ones presented in that study (p<0.01 and
p<0.05, respectively). About the pharmacologic inhibition established with 1400W, it is
possible that it has done a total INOS inhibition because it is 30 times more selective for
INOS than fore NOS [39]. We suggest that AMG 1% partially inhibited iINOS, as we
showed in western blotting. Maybe this modulation has a crucial role in progression of
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proteolytic pulmonary emphysema. Surprisingly, our results from PPE iNOS-/- mice
corroborates our previous data showing that iINOS deficient mice instilled with PPE
showed preservation of morphometric parameters such as Lm, Sv and Vv of airspace
and septa; and also avoided increase in leukocyte numbers and ROS levels, which were
increased in PPE wild-type group. Thus, we suggest that a modulation of iNOS in both
inflammatory and chronic process like COPD plays a fundamental role to attenuate
yours effects.

In conclusion, we have found a trio of pathways involved in the pathogenesis of
pulmonary emphysema induced by proteolytic perturbation. Inflammation, oxidative
stress and nitrosative stress seem to be important variables that affect the development
of emphysema. A limitation of our study was that we did not perform shorter time-points
of elastase stimulus, which could provide more information about the initial oxidative
stress response to the development of emphysema. But one novel finding of this study
is that oxidative stress plays a pivotal role at the initial phase of this disease. Nitrosative
stress was observed at 21 days after PPE treatment, when emphysema has been fully
installed, and aminoguanidine treatment concomitant with emphysema induction
attenuated the proteolytic effects induced by PPE. Our results suggest that oxidative
and nitrosative stresses generated by nitric oxide production via iINOS expression are
critical in elastase-induced emphysema.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. HE-stained lung parenchyma. The tissues shown are from (A) mice in the
saline control group, at 21 days; (B-D) mice treated with 0.5 U of PPE, at 7, 14 and 21
days post-instillation, respectively; and (E) mice treated with 0.05 U of PPE, at 21 days
post-instillation. Arrows represent septal wall tissue destruction and consequent alveolar
enlargement. The scale bar represents 100 pm.

Figure 2. Inflammatory parameters involved in the establishment of emphysema. BAL
samples were used to detect (A) total leukocytes; (B) TNF-a cytokine levels; (C) IL-10
cytokine levels; (D) myeloperoxidase activity; and (E) hydroxyproline levels. The
symbols in the figure denote significant differences compared to the control: * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001. n = 6/group

Figure 3. Markers of oxidative stress involved in the establishment of emphysema. (A)
Nitrite levels; (B and C) SOD and GPx activity; and (D) TBARS were measured in lung
tissue samples. The symbols in the figure denote significant differences compared to
the control: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. n = 6/group

Figure 4. HE-stained lung parenchyma after 1% AMG treatment. The tissues shown are
from (A) mice in the saline group, at 21 days post-instillation; (B) mice treated with 1%
AMG in the drinking water; (C) mice treated with 0.5 U of PPE, at 21 days post-
instillation; (D) mice treated with 0.5 U of PPE and treated with 1% AMG in the drinking
water, at 21 days post-instillation. Arrows represent septal wall tissue destruction and
consequent alveolar enlargement. The scale bar represents 100 pm.

Figure 5. The inhibition of INOS by aminoguanidine treatment prevented inflammatory
infiltration. Total leukocyte detection. The symbols in the figure denote * significant
difference when compared to the control and # significant difference when compared tto
the PPE group. *** p<0.001, ### p<0.001. n = 5/group.

Figure 6. The inhibition of INOS by aminoguanidine treatment prevented nitrosative
stress. Western blots were used to detect INOS, eNOS and nitrotyrosine. Each
Western blot had its own tubulin loading control. Densitometry of bands were calculated
and normalized by loading control. The symbols in the figure mean: * statistical
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difference when compared to the control and # significant difference when compared to
the PPE group * p<0.05, # p<0.05. n = 3 — 4/group

Figure 7. INOS deficient mice are more protected against emphysema than wild-type.
Lung parenchyma HE-stained sections 21 days post-instillation (A) Wild-type control
group (B) Wild-type PPE group (C) iINOS-/- control group (D) iINOS-/- PPE group. (E)
Total leukocytes (F) ROS detection. Scale bar represents 100 um. Symbols in the figure
mean: * statistically different when compared to control WT group and # statistically
different when compared to PPE WT group. ** p<0.01, ## p<0.01, ### p<0.001. (n =
5/group).

Table 1: Qutlining of biochemical analyses

Analyses Scope 7d 14d 21dHD 21d LD

MPO Lung injury related to neutrophils Tt -

OH-pro Collagen breakdown - -

Nitrite Mitric oxide 1 - 1 -
SOD Antioxidant defense, mainly against superoxide anion - - -
GPx Antioxidant defense, mainly against hydroperoxides 11 117 11t

TBARS Lipid peroxidation + % - -

MPO = myeloperoxidase; OH-pro = hydroxyproling; SOD = superoxide dismutase; GPx = glutathione peroxidase; TBARS
= thiobarbituric acid reactive substances. 21d HD = high dose of PPE, like 7d and 14d. 21d LD - low dose of PPE. All

comparisons are relative to contral group.

Table 2: Lung morphological and stereclogical guantifications after PPE-induced emphysema

PPEO.SU PPEOD.OS U
Control

7d 14d 21d 21d

Lm (pm) 15382401 167121233 214.7 £ 18.45 285.0 £ 21.58™ 1661+ 4.16
Svi{um”)  0.026+0.001 0.024 £0.001 0.019+0.002 0.014 + 0.001% 0.024 + 0.001
Viavsepge 054 +001 052x002 045+002 0332003 0472002

Wisimpaces e 0468 +0.01 0482002 054002 087+003™ 05250=0.02

Lm - mean linsar intercept length of distal airspaces; Sv - surface density of alveolar septa; VWw{alvsept] - volume density of
alveclar septa; Vv[airspaces] - volume density of airspaces; PPE - porcine pancreatic elastase. The resulis shown

represent the mean £ SEM. ™ p<0.01 when compared with contral group. n = G/group
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Table 3: Lung morphological and stereclogical quantifications after PPE-induced emphysema and AMG treatment

Control AMG PPE PPE+AMG

Lm (pm) 4553+1.79 4008:285 68311155 57241647
Svipm”) 0.088=%0.004 0.080=0004 D059 +0.001% 0.085+0.008
Viavsepgs 49202153 46202116 3967 x260" 4287208

VWV airapaces;s 5080 £1.533 53802116 6200+260" 57332068

Lm - mean linear intercept length of distal airspaces; Sv - surface density of alveclar septa; Vv[alvsept] - velume density of
alveolar septa; Vv[airspaces] - volume density of airspaces; PPE - porcine pancreatic elastase; AMG - aminoguanidine.

The results represent the mean = SEM. * p<0.05 when compared with contral group. n = S/group

Table 4: Lung morphological and stereclogical quantifications in WT and INOS™ mice instilled or not with PPE

CTRWT PPEWT CTRiNOS™ PPE iNOS™
Lm {um) 42551141 77362400 4186%14B° 4901£273
Sv (pm™) 0.084 + 0.003 0.053 £0.003* 0.086 £ 0.003* 0.083  0.005

Wishesiarsepta e 61.7 221 387 +2347 663+ 160% 539:318

Vjsmpareg e 3832221  8332234%  337:180% 461:3.18

Definition of abbreviations: Lm, mean linear intercept length of distal airspaces; Sv, surface density of alveclar septa; Vvialvsept] ,
volume density of alveolar septa; Vv|airspaces), volume density of airspaces; PPE, porcine pancreatic elastase. The results

represent the mean £ SEM. ™ p < 0.05, ™ p< 0.01 vs wild-type control mice. ® p< 0.01, ¥ P < 0.001 vs wild-type PPE mice. n =

Slgroup.
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Figure 4.
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Figure 6.
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Figure 7.

8

3

g

:

©

v pursieo) seyoonnen

o B



107

APENDICE B - Comprovante de publicaco durante o periodo da tese (2009 — 2012) -

1

Food Research Intarnational 48 (2012) T9E-801

Contents lists availabls at SciVerse ScianceDiract

Food Research International

journal homepage: www.alsaviar.com/locate/foodras

Short communication

Ready-to-drink matte® tea shows anti-inflammatory and antioxidant properties on a
cigarette smoke exposure model

Manuella Lanzetti *®, Marina Valente Barroso ®, Renata Tiscoski Nesi ®, Alan Aguiar Lopes 2,
Eduardo Tavares Lima Trajano #, Jackson Nogueira Alves ? Ariane Rennd Brogliato ©, _
Paula Alvarenga Borges ®, Cliudia Farias Benjamim ®, Luis Cristévio Porto 3, Samuel Santos Valenca ®*

* Programn de Pds-groduagdo em Biologia Humana e Experimental, Universidade do Fstado do Rio de jamedro, Av. Prof Manue! de Abreu, 444, 3 andar, CEP 20.550-170, Maracand, Brazil
& nstituso de Clgndas Hiamédicos, Universidode Federal do Bla de joneira, Av. Carfos Chagas Fitha, 373, itha do Fundito, CEPr 21.847-902, Bral

ARTICLE INFO ABSTRACT

Articie fistory: The herbal mate tea {flex paraguariensis) s a very popular drink in South America, and its consumption has
Hacalvad @ Drrober 2011 increased worldwide. The toasted herb produces an infugion known as mate tea, which containg many
Accepred 21 Juna 2012 antioxidant compounds such as polyphenols. Cigarette smoke {C5) is rich in oxidant compounds that trigger
Avalable online 2 july 202 an acute inflammatory response in the lungs. In a previous study we showed mate tea infusion as a resource
against cigarette smoke-induced acute lung inflammation. Our objective here was to investigate whether

:f:,:s,‘e?' ready-to-drink matte® tea (RTOMT) could have both a prophylactic and therapeutic effect against the
Acute lung inflammation acute inflammation and exidative stress generated by CS. C37BL/E mice were exposed to C5 and were admin-
Antioxidant istered RTDOMT [ad libitum) before, during and after acute exposure to C5. RTOMT was able to prevent, reduce
Palyphenal and reverse the influx of leukocytes into the lungs as well as the expression of preinflammatory cytokines,
Cigarette smake TMF-a and IL-13, ROS production and oxidative damage [ malondialdehyde and carbonyl) compared to the

vehicle group expased to CS. We conclude that RTDMT is an effective antioxidant against acute inflammation
and redox imbalance caused by C5 in mice, preventing oxidative damage that could otherwise occur.
£ 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Toxlcology in Vicm 26 (2012) Pl-738

journal homapage: www.alseviar.com/locata/toxinwvit

Contants lists available at Scierse Scisncalirect

Toxicology in Vitro

Oxidative damage in alveolar macrophages exposed to cigarette smoke extract
and participation of nitric oxide in redox balance

Karla Maria Pergira Pires®, Manuella Lanzetti ®, Carlos Romualdo Rueff-Barresa ®, Paulo Castro®,
Agessandro Abrahdo®, Vera Licia Gongalves Koatz ", Samuel 3antes Valenga d= Luis Cristévao Porto?®

A Programa die Fés-graduadn em Blabgh Humeoxa ¢ Eeperimensaf - Cleiversidade 4o Eirade do Ris de janeiro, Avendds 23 o2 secembrs 57, CEP 20551-030, Rio de janebra, Brazl
®Imsrirura Ramdsion, Deparszmenta &2 Marflagls - Lsfversifase Feseral Flmingsse. Rxa Professer Emasi Meila 102, CEP: 24220- 250, Wierdl, Brazil

€ Ingrisues g Bisguistics Mdics — Undersisade Federal 43 Rls de fanaies, Avesids Caviss Chagas Allka 0@ 373, CEP: 21941900, Ria &2 Joneira, Brazy

“ insriruny g2 Ciscios Biamidions - Lnlwrsidode Fedeesd do Bin 82 janetra. Avenida Corlas Chages Atha n® 373, CEF: 20941-908, fio die janatr, Brazil

ARTICLE INFO

ABETRACLCT

Arcicie hlssery:

Raceled 4 Decamber 2011
Accepced 24 May 2012
Avallable Janz 2012

Keywards

Ciganee Emaoie
AlVE0lar MaTuRTaEes
Cxldacive sness
Miric oodde

Mitric oxice (MO} acts in bath pathological and biological processes. We imvestigated the role of NO in
the regulation of ogaretts smokesinduced oxicative stress in rat alvealar macrophages (RAM] RAM
callected from Wistar rats wers ltured in 3% comcentration cigarette smoks extract [C2E) for 1 h
RAM exposed to CSE were then cosinoabated with L-NAME LN} wsarginine {LA], Nsacetylcysb=ine
{NAL) ancl both LN ard MAC RAM cultured only with medium was considered as control group. Bios
chemical analysis were performed to measure cellular metabolism (MTT),
dismutase ($00] and glutathione perowidase activities, reducsd glotathione (CSH) and oxidized
{CSSC) malondialdehyde and myeloperaxidass activity. During exposurs to C2E, inoreased NO levels
were not only associated with an increase of cell activation, but alsa affected MTT levels in RAM. CSE
exposure resulted in significant redox imbalance in BAM. MAC admirdstration affectsd SOD ardioxis
dant profile regardless MO l=vels; however nitrite values were assooiated with CSH)SSSC ratia In
adcitian, lipid peroxidation appearsd to be mitricecoide depesndent. Furthermore, the wse of MAC sigs
nificantly reduced the =xpression of MFkB normally chserved in BAM exposed to CSE. The present
results show that NO appeared to be involved im RAM activation, oxidative status maintenance and
lipid peroxication process during exposuns to CSE

& 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Experimental
INTERMATIONAL JOURNAL OF Path

e L Een Peeh (2003, 93, Ee-ITR

Time course of inflammation, oxidative stress and tissue damage
induced by hyperoxia in mouse lungs

Akinon C. Nagato®, Frank 5. Bezerra™, Manuella Lanzerti®, Alan AL Lopes®, Marco Aurélia 5. 3ilva®,
Luis Cristivie Porto® and 3amuel 5. Valenga*

* Labarasdirio de Repara Tecidwal, Departomento de Histolagic ¢ Embrinlogia, Institcta de Riologia Robertn Alciwtora Goowes,
Uriversidede do Estedn do Rio de Jawrirn, Ko i.r_.'c.um'r-.-.. Brazil, ' Labaratdrio de fw:lr.gn_rmr-.'.nl-.'.gu. Dipartewento de Ciéneias
El'm'dm':ﬂ. Universidade Federal de Owrn Prefa, Ouro Preto, Minas Gerats, Brazil and *Ingtituto de Cléncias Biomédiors,
LUriversidede Federad do Rin g Jamewra, Rio de fareirn, Bragif

I
INTERNATIONAL
JOURNAL OF
EXPERIMENTAL
PATHOLOGY

it J0191 138538120042 203

Recrived for publicacion: 4 Sepremher
2011

Accepred for puhlication: 30 March
012

Comrespondence:

Sarmmel Sannos Valenga
Labkoranbric Compamrilkade
Inszicure de Cigncize Binmédicas
Universidade Federal do

Rio de Janeirn

Av. Carlas Chages Filka 372
CEP 21.941-902

Rio &= Jansirn, R]

Brazil

Tel: (55 21) 1562 &4e0
Fax: (55 21) 2562 6734
Esmail: samualv@uir].br

Summary

I this study our aim was to investigate the time courses of inflammation, meddative
stresd and tisdue damage after hyperoxda in the mouwse lung, Groups of BALB/e mice
ware exposed to 100% oxygen in 4 chambers for 12, 24 or 48 h. The contrals wese
subrected to normosia, The resvles showed that 1L-8 increased progresaively afrer 12
(P 0001} and 24 k (P < (LO01) of hyperoxia with a reduction ar 48 k (P < (LO1],
whereas TNF-a increased after 24 (F < 0.001) and 48 b [P < 0.001). The number of
macrophages increased after 24 b (P < 0.001), whereas the number of nevteophils
increased after 24 h (P < 0.01) and 48 b (P < (L0301, Superoxide dismutase actviey
decreased in all groups exposed o hyperosia (P < 0.01). Catalage activity incredsed
only ar 48 h (P < 0001). The reduwced glurathione/oxidized glutathione ratio
decreased after 12 h (P < 0.01) and 24 kb (P < (.05}, Histological evidence of lung
injury was observed at 24 and 48 h. This study shows that hyperosda initially cavses
an inflammatory cesponse at 12 b, reselting in inflammation associated with the ox-
danive redponse at 24 h and culminating in histological damage at 48 h. Knowledge
of the time course of inflammanon and osidanve stress prior o kstological evidence
of acute lung injury can improve the safeey of oxygen therapy in patients.

Keywords
hyperooda, inflimmation, lung, mouse, oxidative seress
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Low tidal volume mechanical ventilation and
oxidative stress in healthy mouse lungs* **

Ventilagdo mecdnica com baixo volume corrente ¢ estresse
oxidativo em pulmdes sauddveis de camundongos

Karla Maria Pereira Pires, Adriana Correa Melo, Manuella Lanzetti,
Matalia Vasconcelos Casguilho, Walter Araujo Zin, Luis Cristovio Porto,
Samuel Santos Valenca

Abstract

Ohjective; Mechanical ventilation (MV] itself can directly contribute to lung injury. Therefore, the aim of the
present study was to investigate early biomarkers concemning oxidant/antioxidant balance, oxidative stress, and
inflammation caused by short-term MV in healthy mouse lungs. Methods: Twenty male CS57BL/E mice were
randomly divided into two groups: MV, submitted to low tidal volume [V, & mLfkg) MV for 30 min; and
spontanecus respiration [SE), used as controls. Lung homogenate samples were tested regarding the activity of
various antioxidant enzymes, lipid peroxidation, and TNF-or expression. Results: In comparison with the SR group,
the MV group showed a significant decrease in the activity of superoxide dismutase (=359 p < (LO5), together
with an increase in the activity of catalase [409%: p < DU01), glutathione peraxidase (500%: p < 0L.001), and
myeloperaxidase (260%; p < 0.001), a5 well a5 a reduction in the glutathione/oxidized glutathione ratio (=500
P < 0.08) and &n increase in TMF-oo expression in the MV group. Oxidative damage, assessed by lipid peroxidation,
was also greater in the MV group [45%: p < 0.05). Condustons: Our results show that short-term low WV, MV can
directly contribute to lung injury, generating oxidative stress and inflammation in healthy mouse lungs.

Keywords: Ventilator-induced Tung injury; Respiration, artificial; Oxidative stress: Inflammation; Mice.

Resumo

Obfetivo: A ventilagio mecinica (VM) por si prépria pode contribuir diretamente para a leslio pulmonar Assim,
o objetivo do presente estudo foi investigar biomarcadores precoces relacionados ao equilibrio oxidantes/
antioxidantes, estresse oxidativo e inflamacdo causados por WM de curta duragdo em pulmdes de camundongos
saudéveis. Métodes: Vinte camundongos CS7BLIE machas foram randomicamente divididos em dois grupos:
WM, submetidos a WM com baixo volume corrente (V. & ml/kg) par 30 min; e respiragdo esponténes (RE),
utilizados como controles. Amastras de homogeneizados de pulmao foram testadas quanto & atividade de enzimas
antioxidantes, peroxidacio lipidica e expresso de TNF-c.. ResuMtados: Comparados ao grupo RE, houve umsa
redugdo significativa na atividade de superdxido dismutase (=3500; p < 0,05) e aumento da atividade de catalase
[400%; p < 0,01), glutationa peroxidase (5000 p < 0,001) e mieloperoxidase (260%; p < 0,001), 20 passo que
a razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada foi menar (=50%; p < 0,08), e houve um aumento na expressdo
de TNF=xt no grupo WM. O dano oxidativo, analisado como peroxidacdo lipidica, também aumentou no grupo
WM (4580; p = 0.05). Condusbes: Mossos resultados demonstraram que WM de curta durag2o com baixa V,
pode contribuir diretamente para a lesio pulmonar, gerando estresse oxidativo e inflamagdo em pulmdes de
camundangos saudaveis.

Deseritores: Les3o pulmonar induzida por ventilagdo mecdnica: Respiracdo antificial: Estresse oxidativos
Inflamagio; Camundongos.

* Study carried qut under the auspices of the Graduate Pragram in Experimental and Human Biology, Lmivemiosde do Esfsdo do
Rig de taneiro [UERD, Rio de Jancito State University]: Labaratory of Respiration Physiology st the Carlos Chagas Filho Institute of
Biophysics, Linfemidede Feders! do Rio de deneiro (UFR. Federal University of Rio de Janeira); and Institute of Biomedical Sciences,
Universioede Feders! oo Fio de dzmefro [UFR], Federzl University of Rio de Janeira), Rio de Janeira, Brazil.

Carrespondence ta: Samuel Santos Valenga. LABCOM/ICB(CCS/UFR]. Avenida Carlas Chagas Filha, 373, Bloca T, Sala 14, lha do
fumdia, CEF 21.941-90%, Rio de Janeiro, R, Brasil.

Tel. 55 21 1562-B460. Fax: 55 21 2562-6734. E-mail: samueh @ufr.br

Financiel suppart: This study received finandal support from Fundepdo de Amparo 5 Prsguiss do Estsdo do Rio o Jsnefro [FAPERD,
Rio de Janeiro Research Foundation], Coerdensgde de Aperfeipoamento de Pessos! de Miel Superor (CAPES, Office for the
Advancement of Higher Education], and Conseths Mecional de Desemvoldimento Cientifico ¢ Tecnoldgice (CNPg, Mationa] Council
for Scientific and Technolagical Develapment].

Submitted: 24 May 2011. Accepted, after review: 1 December 2011,

**4 versio complets em portugués deste artigo estd disponivel em www. jornaldepneumalogia.com.br

1 Bras Pneumal. 2002:3801]:98-104
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Respiratory Physialogy & Neurobiology 179 [2011) 129-136

ELSEVIER

Contants lists available at ScienceDiract

Respiratory Physiology & Neurobiology

Journal homepage: www.alsavier.com/locate/resphysiol

Effects of oleanolic acid on pulmonary morphofunctional and biochemical
variables in experimental acute lung injury

Raquel 5. Santos*®, Pedro L. Silva®, Gisele P. Oliveira®, Fernanda F. Cruz?, Débora S. Ornellas ab
Marcelo M. Morales®, Janaina Fernandes®, Manuella Lanzetti?, Samuel S, Valenca®?,
Paolo Pelosi®, Cerli R. Gartass®, Patricia R.M. Rocco®*

4 [ohoratory of Pulmonary investigatian, Carios Choges Filho institute of Blophysics, Federal University of Rlo de janeira, Rio de Janeiro, K], Brozii

b | aparerary of Celluler and Moiecular Physiciagy, Carles Chages Fillke Inseitute of Biaphysics, Federel Universiy of Ria de Janedra, Rio de Janeire, B), Brazil
¢ Lghoratory of Cellular immunology, Carios Chages Filhe Institre of Blophysics, Federal University of Ria de Janeiro, Rio de Janeiro, &), Brazil

4 laborerory of Inflammation, Oxidative Stress and Cancer, Blamedizal Institute of Sciences, Federel University of Ria de Janedra, Bio de Joneiro, B, Brazi

® Department af Surgical Sciences and Integrated DMagnostics, University of Genaa, Genoa, ftaly

ARTICLE INFO ABSTRACT

Arricie history:
Accepted 13 July 2011

We anzlysed the effects of cleanclic acid (0A) on lung mechanics and histology and its possible mecha-
nisms of action in experimental acute lung injury {ALl). BALEc mice were randomly divided into Control

Keywords:
Dexamethasone
Cytokines
Chemokines
Histopathology
Lung mechanics
Owidative stress

(ealine, ip)and ALI{paraguat, 23 mg kg, ip) groups. At 1 b, both groups were treated with saline (SAL 50wl
ip), OA (10mg/kg ip), or dexamethasone (DEXA, 1 mg/kg ip). At 24 h, lung static elastance, viscoelas-
tic pressure, and alveolar collapse reduced mere after OA compared to DEXA administration. Tumour
necrosis factor-o, macrophage migration inhibitory factor, interleukin-6, interferon-v, and transforming
growth factor-B mRNA expressions in lung tissue diminished similarly after OA or DEXA. Conversely, only
0A avoided reactive oxygen species generation and yielded a significant decrease in nitrite concentra-
tion. DA and DEXA restored the reduced glutathione/oxidized glutathione ratic and catalase activity while
increasing glutathione peroxidase induced by paraquat. In conclusion, 0A improved lung morphofunction
by modulating the release of inflammatery mediators and oxidative stress.

© 2011 Elsevier BV, All rights reserved.
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Respiratory Physiology & Neurobiology 177 (2011) 120-126

ELSEVIER

Contents lists available at SciencaDirect e ——

Respiratory Physiology & Neurobiology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/resphysicl

Long-term exposure to cigarette smoke impairs lung function and increases
HMGB-1 expression in mice

Frank Silva Bezerra®¥, Samuel Santos Valenca®, Karla Maria Pereira Pires?, Manuella Lanzetti®,
Wagner Alves Pimenta?, Aline Cunha Schmidt?, Luis Cristévdo Porto?, Walter Araujo Zin®*

* Lghoratory of Tissue Repaoir, Histolagy and Embryclogy Deparrment, Koberta Alcantara Gomes Instirure of Blology, Rio de janedro Srare Universizy, &lo de faneirg, Brazil
b [ shoratory of Respiration Physiology, Carlos Chagas Fitho Institute of Blophysics, Federal University of Rio de janeiro, Ko de janeire, Srozil
¢ Loborerory of Inflammatian, Oxidacive Siress and Cancer, Slomedisal Sclences Institute, Federal University of Klo de Janeiro, Rla de janeira, Brozil

ARTICLE INFO

Article histary:
Acceprad 23 March 2011

ABSTRACT

Keywards:

Cigaretre smake
Lung inflammarion
Oxidative stress
HMGHE-1 expression
Mice

Cigarette smoke [C5)-induced emphysema is caused by a continuous inflammatory response in the lower
respiratory tract. The develepment of the condition is believed o be medizted by oxidznt-antioxidant
imbalance. This paper describes the effects of leng-term CS exposure on alvealar cell recruitment, antiox-
idant defense systemns, activity of extracellular matrix metalloelastases, expression of metalloelastase
MMP-12, and high mobility group box-1 protein (HMGBE-1). Ten C37B|/6 mice were exposed to 12
cigarettes-a-day for B0 consecutive days, while 10 control animals were exposed to ambient air. After
sacrifice, bronchoalveolar lavage fluid (BALF} was removed, and lung tissue underwent bicchemical and
histolegical analyses. In CS-exposed animals influx of alveolar macrophages and neutrophils into BALF,
lung static elastance, and expression of MMP-12 and HMGEB-1 were significantly increased while the
activity of antioxidant enzyme was significantly reduced in comparisen with contrel group. Thus, we
demonstrated for the first time that long-term CS exposure decreased antioxidant defenses concomitantly
with impaired lung function, which was associated with HMGB-1 expression.

L 2011 Elsevier BV. All rights reserved.
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Experimental Lung Aesearch. 37, 248257, 2011 H

Copyright () Infeema Healthcars USA, Inc. II"If_OT'I'I"Ia
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Mate tea ameliorates emphysema in cigarette
smoke-exposed mice

Manuella Lanzett," Alan A. Lopes,’ Thiago S. Ferreira,' Roberto Soares de Moura,’
Angela C. Resende,? Luis Cristovao Porto,! and Samuel Santos Valenca'

! Department of Histology and Embryelagy, Rio de Janeire Stare University, Rio de Yaneiro, Brazil

Esza.rrmznr of Pharmacology, Rio de Janeiro State University, Rio de Faneiro, Brazil

ABSTRACT

Exposure to cigarette smoke (CS) is associated with lung inflammation, oxidative stress, and emphysema. The
aim of this work was to study Mate tea as a possible natural antioxidant resource against emphysema develop-
ment. C57BL/& mice were distributed into 4 groups: exposed to ambient air (control), exposed to the smoke of
12 cigarettes (CS), exposed to ambient air and treated with Mate (S00 mg/kg/day diluted in 100 wL) (Mate), and
exposed to C8 and treated with Mate (CS+Mate). All mice were treated for 60 days. On day &1 the mice were
killed. Right and left lungs were removed for histology and biochemical analysis, respectively. Emphysematous
lesions and inflammatory cell influxes in the CS group were evident by histological analysis. Cells showed higher
4-hydroxynonenal labeling in the CS group than in the CS+Mate group. Myeloperoxidase activity was reduced
in the C5+Mate group compared to the CS group. Superoxide dismutase and catalase activities were signifi-
cantly higher in the CS+Mate group compared to the CS group. The ratio of reduced to oxidized glutathione was
greater in the CS+Mate group than in the C8 group. C8-induced emphysema in C57BL/6 mice was prevented

by Mate in association with a reduction in inflammatory and oxidative stress parameters.

KEYWORDS cigarette smoke, emphysema, mate tea, oxidative stress
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Organ-related cigarette smoke-induced oxidative
stress is strain-dependent

Carlos Romualdo Rueff-Barroso!™™= Eduardo Tavares Lima Trajano'™,
Jackson Nogueira Alves'™, Rojane Oliveira Paiva'™, Manuella Lanzetti'™,
Karla Maria Pereira Pires'™, Frank Silva Bezerra!™®, Ricardo Aurino Pinho?™=,
Samuel Santos Valenca!™®, Luis Cristovédo Porto!™=

* Laboratory of Tissue Repair, Department of Histology and Embryology, Rio de langiro State University, Rio de
Jangira, Brazil

* Exercise Biochemistry and Physiclogy Laboratory, Health Sciences Unit, Universidade do Extrema Sul
Catarinense, Cricidma, Brazil

Source of support: This work was supported by grants from FAPER] and CNPg. ML had a bursary fram CAPES. 55V
was supparted by a Visiting Professar Program of UER)
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Mate Tea — From the
Camp to the Bench

Sareuw Sanios Valessa®, Marceie Larie, Lut Gl atbeie Pars®

YinstRua of Blomesical Sciarcas = Faderal Univaraiy of Rie dae Jansin, Rio da Jansire,
Eaxil

’Hmnl:g.- and Ermrpciogy Desartment = Ao da lanedne State Usivansity, Rio o8 Janairs,
Eaxil

Abpbreviations
L. prraguarimmsis e progessienss A, 5.l
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ANEXO - Aprovacédo do Comité de Etica

D

UNIVERSIDADE FEDERAL DD RIO DE JANEIRD - UFRJ
Centro de Ciéncias da Sadde - CCS

Prezado professor Samuel dos Santos Valenga

A Comissdo de Etica com uso de animais em Experimentacdo Cientifica
do Centro de Cigncias da Sadde da Univerzidade Federal do Rio de Janeiro
certifica que o projeto sob sua coordenacdo e intitulzdo: “Investigagdo do
Papel da elastase frente ao desequilibro redox estabelecido no processo
inflamatério & no remodelamento tecidual em pulméo de camundongos”,
onde & previsto protocolo com utilizag8o de animais, foi aprovado por esta
comiz=do, =o0b nimero de referénciz DAHEICE 063.

Atenciosamente,

Marcos dias





