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RESUMO

TRAJANO, Eduardo Tavares Lima. Participacédo do estresse oxidativo na lesdo pulmonar
induzida por lipopolissacarideo: repercussdes inflamatdrias estruturais e funcionais.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias - Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2011.

O objetivo do presente estudo foi investigar o envolvimento do estresse oxidativo na
lesdo pulmonar aguda (LPA) induzida por lipopolissacarideo (LPS) e as repercussodes
inflamatorias, estruturais e funcionais, através de andlises bioquimicas de estresse oxidativo,
prova de funcdo pulmonar, andlise histologica e RT-PCR para citocinas e fatores de
transcricdo pro-inflamatorios. Na primeira etapa foram utilizados camundongos machos
C57BL6 foram divididos em sete grupos: Grupo controle (CTR) (50 pL de solugao
fisioloégica) administrados via intratraqueal [it], LPS 6 horas (10 pL de LPS) [it], LPS 12
horas (10 uL de LPS) [it], LPS 24 horas (10 pL de LPS) [i], LPS 48 horas (10 uL de LPS).
Para verificar que as alteracdes observadas eram estresse oxidativo dependentes camundongos
machos C57BL6 foram pré-tratados com N-acetilcisteina (NAC) 1 hora antes do estimulo
com LPS e sacrificados 24 horas depois do estimulo com LPS. Os animais foram divididos da
seguinte forma: Grupo LPS 24 horas (10 pL) [it], grupo NAC 40 mg/kg (gavagem) + LPS (10
pL) [it] e grupo NAC 100 mg/kg (gavagem) + LPS (10 pL) [it]. O sistema antioxidante
enzimatico protegeu o pulmao do estresse oxidativo nas primeiras 12 horas. O estresse
oxidativo foi caracterizado em 24 horas e em 48 horas observou-se faléncia do sistema
antioxidante enzimatico. Parametros de fungdo pulmonar se mostraram alterados nos grupo
estimulados com LPS principalmente no grupo LPS. A elastancia (p<0,001), resisténcia de
via aérea periférica (AP2) (p<0,001), resisténcia de via aérea central (AP1) (p<0,001) e
resisténcia de via aérea total (APtot) (p<0,001) se mostraram principlamente alteradas no
grupo LPS 24 horas. O pré-tratamento com NAC impediu o aumento dos parametros de
elastancia (p<0,001), resisténcia de via aérea periférica (AP2) (p<0,001) resisténcia de via
aérea central (AP1) (p<0,05) e resisténcia de via aérea total (APtot) (p<0,001) comparado com
o grupo LPS 24 horas. As alteragdes histologicas como espessamento de septo alveolar,
influxo de células inflamatorias e hemorragia mostraram-se tempo dependentes. O pré-
tratamento NAC impediu as alteragdes observadas nos grupo estimulados com LPS.
Alteragdes inflamatorias foram observadas no grupo estimulado com LPS como IL-6
(p<0,001), iNOS (p<0,001), COX2 (p<0,05), TNF-a (p<0,001) e NFxB (p<0,001) quando
comparados ao grupo controle. O pré-tratamento com NAC impediu o aumento desses
parametros como IL-6 (p<0,001), iNOS (p<0,001), COX2 (p<0,05), TNF-a (p<0,05) e NFxB
(p<0,001) quando comparados ao grupo LPS 24 horas. Nossos resultados sugerem que o
estresse oxidativo desempenha um papel importante nas respostas inflamatorios, estruturais e
funcionais no modelo de LPA induzido por LPS e que essas alteragdes sdo estresse oxidativo
dependentes.

Palavras-chave: Lipopolissacarideo. Lesdo pulmonar aguda. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the involvement of oxidative stress in acute
lung injury (ALI) induced by lipopolysaccharide (LPS) and inflammatory effects, structural
and functional, through biochemical analysis of oxidative stress, pulmonary function test,
histological and RT-PCR for cytokines and transcription factors pro-inflammatory. In the first
stage were used C57BL6 male mice were divided into seven groups: control group (CTR) (50
pL saline) administered via intratracheal [it], LPS 6 hours (10 pL of LPS) [it], LPS 12 hours
(10 uL of LPS) [it], LPS 24 hours (10 pL of LPS) [it], LPS 48 hours (10 pL of LPS). To
confirm that the observed changes were dependent on oxidative stress in C57BL6 male mice
were pretreated with N-acetylcysteine (NAC) 1 hours before stimulation with LPS and
sacrificed 24 hours after stimulation with LPS. The animals were divided as follows: LPS
group 24 hours (10 pL) [it], NAC group 40 mg / kg (gavage) + LPS (10 uL) [it] NAC group
and 100 mg / kg (gavage) + LPS (10 pL) [it]. The enzymatic antioxidant system protected the
lungs against oxidative stress in the first 12 hours. Oxidative stress was characterized in 24
hours and 48 hours there was failure of the enzymatic antioxidant system. Pulmonary function
parameters were shown in the altered group stimulated with LPS mainly in the LPS group.
Elastance (p <0,001), peripheral airway resistance (AP2) (p <0,001), central airway resistance
(AP1) (p <0,001) and total airway resistance (APtwt) (p <0,001) if especially in the group
showed altered LPS 24 hours. Pretreatment with NAC prevented the increase in elastance
parameters (p <0,001), peripheral airway resistance (AP2) (p <0,001) central airway
resistance (AP1) (p <0,05) and resistance total airway (APwt) (p <0,001) compared with the
LPS group 24 hours. Histological changes such as thickening of alveolar septa, inflammatory
cells and hemorrhage proved to be time dependent. The NAC pretreatment prevented the
changes observed in the group stimulated with LPS. Inflammatory changes were observed in
the group stimulated with LPS and IL-6 (p <0,001), iNOS (p <0,001), COX2 (p <0,05), TNF-
a (p <0,001) and NFxB (p <0,001) compared with the control group. Pretreatment with NAC
prevented the increase of these parameters as IL-6 (p <0,001), iNOS (p <0,001), COX2 (p
<0,05), TNF-a (p <0,05) and NFxB ( p <0,001) when compared with LPS 24 hours. Our
results suggest that oxidative stress plays an important role in inflammatory responses,
structural and functional model of ALI induced by LPS and that these changes are dependent
oxidative stress.

Keywords: Lipopolysaccharide. Acute lung injury. Oxidative stress.
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INTRODUCAO

Desde a primeira descrigio da Sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA) ha mais
de 30 anos, cientistas tém buscado esclarecer os mecanismos que participam da patogénese da
lesdo pulmonar aguda (LPA) com o objetivo de desenvolver estratégias terapéuticas ¢ novas
drogas para estes pacientes. Agentes infecciosos (bactérias gram-negativas) levam a produgio
de espécies reativas de oxigénio (EROS). Ha poucas evidéncias experimentais que suportam o
papel de oxidantes ¢ injuria oxidativa na patogénese da LPA.

A dissertagdio esta organizada da seguinte forma: Introdugiio, objetivos, materiais e

métodos, resultados, discussio, concluso e por fim as referéncias.

Epidemiologia

A LPA ¢ um grave problema de saude publica, apresentado uma mortalidade que pode
variar de 30 a 90% [Johnson 2010]. Pacientes com LPA e sua condigdo mais grave, a SARA,
geram altos custos, pois uma importante parcela desses pacientes necessita de suporte
ventilatorio avangado, o que eleva ainda mais o custo do tratamento desses pacientes [Johnson
2010].

Apesar disso, alguns estudos mostram que a mortalidade da TPA/SARA vem
diminuindo [MacCallum 2005]. Um estudo americano investigou pacientes acima de 15 anos
de idade em 21 hospitais no periodo de 1999 a 2000 ¢ concluiram que a incidéncia da LPA era
de 86,2 por para cada 100 mil habitantes [Frutos 2006]. Ja os estudos retrospectivos
selecionaram 34 pacientes elegiveis para LPA e que necessitaram de ventilagdo mecanica no
periodo de 1996 a 2005. Outro estudo mostrou que no periodo de 2004-2005 a mortalidade
caiu de 35% para 26%. [Rubenfeld 2007].

Segundo critérios do Consenso Americano-Europeu, no periodo de 1999 a 2000. A
mortalidade para LPA foi de 44% ¢ SARA 46,7%. A grande maioria dos estudos aponta
queda na mortalidade dos pacientes com LPA/SDRA possivelmente pela melhoria no

entendimento da patologia e medidas de suporte como a ventilagio mecianica.

Lesido pulmonar aguda

A lesdo pulmonar aguda (LPA) é o termo usado para descrever a resposta pulmonar a
injuria que ocorre diretamente nos pulmdes ou como conseqiiéncia da lesfio ou inflamagio em
outros locais do organismo. A sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) representa

o evento final mais grave do espectro desta condigdo no qual é amplo o processo inflamatério
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nos pulmdes e que geralmente é acompanhada por uma agressiva fibrose [Frutos-Vivar 2006].

Pacientes com lesdo pulmonar aguda (LPA) ou sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SARA) sdo influenciados por diversos fatores. Um dos mais importantes mecanismos
que determinam a gravidade da lesdo pulmonar ¢ a magnitude da lesdo a barreira epitélio
alveolar [Matuschak 2010]. A possibilidade de reparo da leséo epitelial no estagio inicial é o
maior determinante da recuperacdo. Tratamentos especificos para acelerar o reparo epitelial
ndo existem. A maioria das modalidades de tratamentos testados recentemente é baseada na
diminuicdo da resposta inflamatoria dos pulmd&es no sentido de minimizar a lesdo inicial [Perl
2009].

No aspecto pulmonar, dois componentes distintos constituem a barreira alvéolo capilar: o
endotélio microvascular e o epitélio alveolar. Para a normalidade da funcdo pulmonar, ha
necessidade de alvéolos intimamente associados a capilares adequadamente perfundidos
[Manicone 2009]. O capilar pulmonar normal apresenta endotélio seletivamente permeavel,
onde as proteinas permanecem no intravascular, enquanto os fluidos atravessam as membranas
como resultado do balanco entre as forcas hidrostaticas e gradientes oncoticos [Chacko 2009].
O equilibrio entre essas forcas permite, habitualmente, que pequenas quantidades de proteinas
extravasem para 0 espaco intersticial pulmonar [Ahmed 2009]. Porém existem trés
mecanismos para impedir a formacdo de edema intersticial: proteinas intravasculares mantém
gradiente osmético favoravel a reabsorcao de liquido; os linfaticos intersticiais podem drenar
grande quantidade de liquido para a circulacdo, juncdes intercelulares firmes, entre as células
epiteliais alveolares, previnem o enchimento dos espacos aéreos [Eckle 2009].

Os pulmdes sdo particularmente vulneraveis a lesdes inflamatdrias, porque o0s
mediadores sdo liberados na circulacdo e os pulmdes recebem a totalidade do débito cardiaco
[Gordo-Vidal 2009]. Como conseqiiéncia, os neutrofilos sdo atraidos, tornam-se ativados
liberando mediadores inflamatdrios, como oxidantes e proteases que lesam diretamente o
epitélio alveolar e o endotélio vascular, propagando o processo inflamatério [Bauer 2009].
Desse modo, as barreiras habitualmente responsaveis por impedir o edema alveolar sdo
perdidas, havendo escape de proteinas do espago intravascular em diregd0 ao espaco
intersticial, edema intersticial e alveolar. O influxo de liquido rico em proteinas para o interior
dos alvéolos altera a integridade do surfactante pulmonar, com lesdo adicional ao tecido
pulmonar e colapso alveolar [Maybauer 2009] [figural].
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Figura 1 - Esquema dos eventos que ocorrem na lesdo pulmonar aguda. Imagem de propria
autoria.

Citocinas e pulméo

Citocinas inflamatoérios tém um papel crucial no processo inflamatério pulmonar, que
parecem determinar a natureza da resposta inflamatdria, orientando o recrutamento seletivo e
ativacdo de células inflamatdrias dentro dos pulmdes [D’Alessio 2009]. Em estudos in vitro,
utilizando macréfagos alveolares mostraram causar a expressao de citocinas pré-inflamatérios
como IL-1 e TNF-a apos estimulo com LPS. O estresse oxidativo gerado pelo epitélio das
vias aéreas e macrofagos alveolares também podem induzir o aumento de citocinas como
TNF-0, que, por sua vez, pode ativar as células epiteliais das vias aéreas para ativar citocinas
pré-inflamatoérios como TNF-a, IL-6, COX2, iNOS e NF«B [Tsushima 2009].

Os genes do processo inflamatorio s@o regulados por fatores de transcricdo como NFxB
e AP-1 (ativador de proteina 1). A acetilacdo das histonas tem sido associada com a
transcricdo de uma série de mediadores inflamatorios, incluindo, IL-8, a eotaxina, IL-1 B,
MIP-2 e IL-6. A acetilacdo ocorre especificamente nos locais promotores destes genes, como
mostrado por ensaios de imunoprecipitacdo de cromatina de I1L-8 [Liu 2009].

A via de sinalizacdo NF«B foi descrita inicialmente h4 mais de 20 anos (Pasparakis
2009). Em seu modelo classico, NFkB se encontra no citoplasma inativo associado a uma

proteina IkB formando um complexo inativo [Gong 2009]. Em resposta a um estimulo
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celular, IkB ¢ fosforilado por IkB quinase, IkB se solta do complexo e ¢ degradado pelo
proteassoma 26S e NFkB se transloca para o ndcleo da célula para ativar a transcri¢do génica
e dar inicio a uma cascata de eventos inflamatdrios como ativacdo de citocinas como IL-6,
KC e TNF-a e recrutando células inflamatorias. Hoje se sabe que a cascata de sinalizacao de
NF«B é bem mais complexa que o modelo classico. Estd complexidade e diversidade sdo
evidentes em varios niveis, come¢cando coma a existéncia de varios membros da familia
NF«B. Estudos sugerem que as EROS possam agir no processo de fosforilagdo com complexo
inativo de NFkB em algumas das diferentes familias de IxB intensificando a resposta

imunolégica [Chopra 2009].

Modelos experimentais

Modelos animais sdo importantes porque fornecem uma ponte entre o0 paciente e a
bancada do laboratério. Hipdteses geradas em estudos humanos podem ser testadas
diretamente em modelos animais e os resultados in vitro podem ser testados em modelos
animais in vivo para avaliar sua relevancia [Redl 1993].

Modelos animais de LPA podem reproduzir os mecanismos e consequéncias da lesdo
pulmonar em humanos, incluindo mudancas fisiologicas e patolégicas que ocorrem. Devido a
resposta dos pulmdes a injuria mudarem com o tempo, a evolucdo e o reparo também podem
ser reproduzidos no modelo, ainda que seja em um curto periodo de tempo. Nos ultimos anos a

reproducdo de modelos de LPA tem se utilizado a administracdo de LPS [Soda 2010].

Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS) é composto de uma bicamada lipidica (lipideo A) que pode
ser tetra, penta, hexa ou heptacilado e esta ligado em uma cadeia de dissacarideo fosforilado,
isso forma o lipidio A. O lipideo A esta ligado a uma regido polissacaridica conservada, o core,
seguida de uma cadeia extremamente variavel de bactéria, o antigeno O, que define o sorotipo
do LPS. A administracdo intratraqueal de LPS é acompanhada por um aumento de
polimorfonucleares no espaco aéreo [Piazza 2010].

O LPS é utilizado com o modelo para estudar os efeitos da bactéria gram-negativa tanto
em animais quanto em humanos. O LPS é facilmente administrado e os resultados tendem ser
reproduzidos em experimentos [Bowyer 2010]. LPS é um potente ativador da resposta inata
imune via receptor Toll like 4 (TRL4) e tem pouca toxicidade direta as células in vitro. O uso
de LPS fornece informag6es sobre os efeitos da resposta inflamatéria no hospedeiro, que sofre

com a infeccdo bacteriana. O LPS ja foi administrado via intravenosa e intratraqueal em
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humanos que teve como resultados inflamagdo sistémica [Sharma 2010]. A utilizacdo de LPS
pode evoluir para LPA e necessitar de suporte ventila torio devido a faléncia respiratoria, uma

das caracteristicas importantes desta patologia [Zhao 2010].

Radical livre

O termo radical livre refere-se a atomos ou moléculas altamente reativos, que
apresentem um nimero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica. E este n&o-
emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses atomos ou
moléculas [Weissmann 2010]. Os radicais livres sdo formados em um cenério de reagdes de
Oxido-reducdo, ou seja, ou cede o elétron solitario, oxidando-se, ou recebe outro, reduzindo-
se. Portanto, os radicais livres ou provocam ou resultam dessas reacdes de Oxido-reducéo
[Magder 2006] [figura2].

redugso
Oxido-reducdo

Figura 2; Esquema da formagao dos radicais livres. Imagem de propria autoria

O termo radical livre ndo € o ideal para designar os agentes reativos patogénicos, pois
alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua Gltima camada, como o H,0,.
que atua como um substrato [Kostikas 2003]. Como em sua maioria é derivados do
metabolismo do O,, 0 termo mais correto é “espécies reativas de oxigénio” (EROS) para
referirmo-nos a eles [Loukides 2011].

EROS sdo encontradas em todos os sistemas bioldgicos. Em condic@es fisioldgicas do
metabolismo celular aerébio, 0 O, (anion superéxido) sofre reducdo tetravalente, com
aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de H,O [Aitken 2008]. Durante esse
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processo sdo formados intermediarios reativos, como o0s radicais superdxido (O.),
hidroperoxila (HO,.) e hidroxila (OH), e o peroxido de hidrogénio (H,0,) [Buffenstein 2008].

Sistema de defesa antioxidante (oxidacao e reducéo)

Em situagdes patoldgicas, como a exposi¢do da célula a xenobidticos que provocam a
reducdo incompleta de O, e producdo de EROS. Para se proteger destas EROS, as células
possuem um sistema de defesa antioxidante que pode atuar em duas linhas [Tsang 2009].
Uma delas atua como detoxificadora antes que as EROS cause lesdo. Esta linha é constituida
por glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase
(GPx) e vitamina E (a-tocoferol). A outra linha de defesa tem a fungdo de reparar a lesdo
ocorrida, sendo constituida pelo &cido ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela
GSH-Px entre outros[Bhardwaj 2008] [figura 3].

,.fl Q' ,.ft Q'
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# antioxidante

antioxidante

Antioxidantes

Figura 3; Esquema da atuagdo dos antioxidantes sob os radicais livres. Imagem de prdpria
autoria.
Estresse oxidativo

Em condicGes fisiologicas, EROS estdo presente em todos os sistemas biologicos,
havendo um equilibrio entre oxidantes e antioxidantes. Em condi¢des patoldgicas, por
exemplo, na LPA, ocorre uma situagdo onde hd uma producdo excessiva de EROS. Para

restabelecer o equilibrio e impedir os efeitos negativos do mesmo, o organismo dispde de um
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sistema antioxidante. Nas situacdes de desequilibrio entre os sistemas pro- e antioxidantes,
com predominio dos oxidantes, é caracterizado o estresse oxidativo [Mendes 2009].

O estresse oxidativo leva a lesbes bioldgicas como peroxidacdo de lipideos, dano de
DNA e a carbonilacdo de proteinas. Alem de a propria lesdo levar a producdo de EROS, as
células inflamatorias que serdo recrutadas para o local da lesdo, principalmente neutréfilos,
também sdo uma fonte importante de EROS. Dessa forma, o estresse oxidativo se torna um

“ciclo vicioso” [Singh 2009] [figura 4].
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Figura 4; Esquema caracterizando o estresse oxidativo. Imagem de prépria autoria.

Oxidantes e lesdo pulmonar
No contexto da LPA, hd muitas potenciais fontes de EROS, incluindo leucdcitos

residentes (neutrofilos, mondcitos e macréfagos), células do parénquima (células endoteliais,
epiteliais, fibroblastos e midcitos), enzimas circulantes gerando oxidantes (xantina oxidase), e
dos gases inalados com altas concentragdes de O, que séo frequentemente utilizados durante a
ventilagdo mecéanica [Ward 2011]. Para neutralizar os radicais livres e neutralizar os efeitos
negativos das EROS gerados durante o metabolismo normal, células expressam uma série de
antioxidantes endogenos, como SOD, catalase e GPx. No entanto, estes antioxidantes sdo

rapidamente sobrecarregados durante uma resposta inflamatéria aguda [Cross 2004].

Fontes de oxidantes
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Leucocitos, principalmente neutrofilos e macrofagos, sdo geralmente considerados
como a maior fonte geradora de EROS. Leucdcitos expressam duas enzimas sistemas, a
NADPH (fosfato de dinucléotideo de nicotinamida e adenina) oxidase e 6xido nitrico sintases
(NOS) que séao precursores de EROS [Roberts 2003]. Diversos compostos pré-inflamatorias,
incluindo LPS, citocinas, quimiocinas, fragmentos de coagulacdo, e mediadores lipidicos que
sdo elevados em pacientes com LPA, sdo responsaveis pela ativacdo de neutrofilos para gerar
EROS. E também evidente que, além dos neutréfilos, endotélio, epitélio, fibroblastos, e
células musculares lisas expressam oxidases capazes de gerar fisiologicamente quantidades
importantes de EROS [Chow 2003]. Outras fontes de EROS incluem o transporte de elétrons
mitocondrial oxidase em cadeia, citocromo P450, e xantina. Finalmente, oxidantes inalados,
incluindo concentracfes elevadas de oxigénio utilizado na ventilagdo mecanica podem
contribuir a formacgédo de EROS [Yang 2003] [figura5].
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Figura 5; Esquema das principais fontes de EROS (setas em vermelho), formacao dos radicais
livres (setas em laranja) e atuacdo dos antioxidantes (setas em azul). A seta em laranja com
asterisco indica o perdxido de hidrogénio como substrato para formagéo de outro radical e ndo
como um radical livre.

N-acetilcisteina (NAC)
A N-acetilcisteina é um dos antioxidantes mais utilizados nos estudos que investigam a
associacdo do estresse oxidativo com diversas doengas. A NAC, um derivado acetilado da

cisteina, tem mostrado melhor biodistribuicdo e metabolismo hepético, sendo um método
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viavel de reabastecimento da GSH por via oral [Geudens 2007]. Modelos animais
confirmaram a hipotese de que a NAC protege contra a deplecdo de GSH [Davreux 1997].

E bem conhecida como precursora artificial de glutationa e utilizada clinicamente como
droga mucolitica e no tratamento da intoxicagdo por paracetamol, com raros efeitos adversos.
NAC é um scavenger de H,O,, &cido hipoclorico e radical hidroxila e por estas a¢fes inibe a
liberacdo de TNF-a, a ativagdo de citocinas pro-inflamatdrias e apoptose celular [Bridgeman
1994]. As evidéncias sugerem que a expressao do gene TNF-a é controlada pela transcri¢ao
do NF«kB, cuja atividade pode ser induzida pelo H,O,. NAC mostrou inibir a atividade do
NF«B em varias linhagens celulares, inclusive em macrofagos peritoneais de ratos. O H,0,
diretamente ou indiretamente através de sua reducdo a radical hidroxila via reagdo de Fenton,
age com mensageiro na sintese e ativacdo de mediadores inflamatorios. NAC como scavenger

destes radicais mostrou inibir a liberacdo destes mediadores [Berend 2006].
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1 OBJETIVOS
1.1 Objetivo geral

Caracterizar o estresse oxidativo na lesdo pulmonar induzido por lipopolissacarideo em

modelo murino e investigar as repercussoes estruturais, funcionais e inflamatérias.

1.2 Objetivos especificos

e Investigar o perfil oxidativo do pulméo através de ensaios para estresse oxidativo (catalase,
superoxido dismutase, glutationa reduzida, mieloperoxidase) e dano oxidativo
(malondialdeido e carbonilacéo de proteinas);

¢ Investigar as alteraces funcionais do pulmao através da ventilacdo mecanica ap6s modelo
de LPA e modelo de pré-tratamento com NAC;

e Investigar as estruturais do paréngquima pulmonar através da histologia (Hematoxilina &
Eosina) ap6s modelo de LPA e modelo de pré-tratamento com NAC;

e Investigar o perfil inflamatério de transcricdo de fatores de transcricdo e citocinas
envolvidas na inflamagdo como NF«B, IL-6, COX2, TNF-a e iNOS, através de RT-PCR
apos modelo de LPA e modelo de pré-tratamento com NAC;

e Investigar a atividade gelatinolitica da protease MMP-2 e 9, envolvida no processo de

remodelamento da LPA, através da zimografia;
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL6 de 10 semanas, acondicionados, em grupos de
5 animais por caixa, no biotério do Departamento de Histologia e Embriologia (UERJ) com
temperatura e umidade controladas (21+£2°C, 50+10%, respectivamente), submetidos aos
ciclos invertidos claro/escuro de 12 h (luzes artificiais, 19:00-07:00h) e exaustdo 15 min/h.
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade do Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ).

2.2 Desenho experimental

Na primeira etapa (sem tratamento), foram utilizados 108 camundongos. Os animais
foram anestesiados com sevoflurano (inala¢do), uma incisdo foi feita para a exposicdo da
traquéia, em seguida, uma solugdo de LPS (10ug de LPS dissolvido em 50 uL de soro
fisioldgico) foi injetado com uma agulha de insulina ou 0 mesmo volume total de solugdo
salina na grupo controle (CTR). Os animais foram sacrificados 6, 12, 24 e 48 horas apds o
estimulo com LPS ou [Figura 6] salina. Na segunda etapa (tratado), foram utilizados 60
camundongos machos C57BL6. Os animais foram pré-tratados com N-Acetilcisteina (NAC)
(gavagem) 1 h antes do estimulo com LPS e sacrificados 24 horas depois. Os animais foram
divididos nos seguintes grupos: CTR (salinas), LPS (10 pg de LPS dissolvido em 50 uL de
soro fisioldgico), LPS NAC + 40 (10 pg de LPS NAC + 40 mg/kg) e LPS + NAC 100 (10 pg
de LPS + NAC 100 mg/kg) [Figura 7].

LPS 10pg i.t

N

Tempo 0 Tempo 6h Tempo 12h Tempo 24h Tempo 48h

SACRIFICADOS/VENTILAGAO MECANICA

Figura 6; Esquema do desenho experimental do modelo de LPA induzida por LPS. Imagem
de propria autoria.
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Figura 7; Esquema do desenho experimental do pré-tratamento com NAC associado ao
modelo de LPA por LPS. Imagem de propria autoria.

2.3 Lavado broncoalveolar (BAL)

Para observar o perfil de células inflamatério foi realizado um BAL, canulando-se a
traquéia do animal e lavando com 1,5 mL de solucdo salina os pulmdes do animal. Apds
obtencdo do total de células por camundongo, um kit de coloracdo para leucdcitos sera
utilizado nas laminas cito-centrifugadas e um total de 200 células por lamina foi analisado

como contagem diferencial [Valenca 2009].

2.4 Superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) E glutationa reduzida (GSH)

Aliquotas de homogeneizados pulmonares foram utilizadas nos ensaios bioquimicos
para parametros de estresse oxidativo por métodos de espectrofotometria. A concentracdo de
catalase (CAT) produzida pelas células foi mensurada em resposta a quantidade de H,O,
administrado durante a andlise e foi lida em um comprimento de onda de 240 nm [Aebi 1984].
A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi estimada atraves da inibi¢do da auto-
oxidagéo da adrenalina e lida em um comprimento de onda de 480 nm [Bannister 1987]. A
atividade de GSH foi medida baseada na reacdo com 5,5-dithiobis (acido 2-nitrobenzoico)
(DTNB), que produz o 2-nitro-5-thiobenzoate (TNB) cromdforo. A taxa de formacédo de TNB,
medido em 412 nm, é proporcional a concentracdo de GSH na amostra. A concentracdo de
uma amostra desconhecida é determinada pelo céalculo da equacéo linear ou a curva de

regressdo gerada a partir de varias normas de GSH. O resultado final é apresentado como
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GSH (nM / mg de proteina). O teor de proteina total em cada amostra foi determinada pelo
método de Bradford [Bradford 1976].

2.5 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e carbonilacdo de proteinas

Como indice de peroxidagao lipidica foi utilizado o TBARS durante uma reaccao &cido-
aquecimento como descrito por Draper e Hadley [Draper 1990]. TBARS foram determinadas
por absorbancia a 535 nm e foram expressos como equivalentes de malondialdeido (MDA
nM/mg de proteina). O dano oxidativo das proteinas foi avaliada pela determinacéo de grupos
carbonil baseados na reacdo com dinitrophenylhidrazine (DNPH), como descrito
anteriormente por Levine et al. O contetdo de carbonilacdo de proteina foi determinada com a
absorvancia a 370 nm usando um coeficiente de absor¢cdo molar de 220.000 M-1 e foram

expressos como derivados carbonilicos (carbonila nM / mg de proteina) [Levine 1990].

2.6 Ensaio de nitrito

Niveis de nitrito na LBA foram determinados por um método baseado na reacdo de
Griess. Um total de 100 pL de amostra foi misturada com 100 puL do reagente de Griess
(sulfanilamida 1% em 5% de éacido fosférico e agua dihydrochloridein naphthylenediamide
0,1%) e incubadas em temperatura ambiente por 10 min seguido por leitura da absorvancia a
550 nm (Bio-Rad Microplaca Reader modelo 680, CA, EUA). ConcentracGes de nitrito nas
amostras foram determinadas a partir de uma curva padrdo gerada por diferentes
concentracdes de nitrito de sodio [Green 1982].

2.7 Ensaio de mieloperoxidase (MPO)

As alteracdes inflamatorias foram examinados pela atividade de MPO no sobrenadante
de homogeneizados de pulmé&o. Absorvancias foram determinadas a 655 nm usando um leitor
de placa (modelo 550, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) [Kuebler 1996].

2.8 Perfil histoldgico do pulméo
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O pulméo esquerdo seré fixado com formalina tamponada (10%). ApG6s toracotomia, 0
pulmdo sera removido e imerso em solucdo fixadora, processado e incluido de modo a se
obter fragmentos do apice, terco medio e base. Cortes de 5 pm serdo corados em

Hematoxilina & Eosina para a analise histopatologica [Valenga 2004].

2.9 Zimografia

Aliquotas de homogeneizados de pulmdo (50 mg de proteina) foram submetidas a
eletroforese em acrilamida do gel de empilhamento a 4% / 8% de acrilamida separando gel
contendo 1 mg / mL de gelatina na presenca de dodecilsulfato de s6dio sob condi¢des ndo
redutoras. Apoés a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes com 2,5% Triton X-100,
lavados com &gua e incubadas a 37 ° C durante a noite em 50 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl2 2
(H20), e 2 ZnCI2 M, pH 8,4. Os géis foram corados com Coomassie Blue 0,25% e
descorados em solucdo de etanol a 50%, acido acético 10% e 40% de agua destilada.
Atividades gelatinase apareceu como bandas claras contra um fundo azul. O peso molecular
da banda gelatinolitica foi estimada a partir de uma amostra da placenta (50 mg de proteina)
(Pan 2010).

2.10 Funcao pulmonar

Os animais foram sedados com diazepam (1 mg i.p.) e anestesiados com pentobarbital
sodico (20 mg/kg de peso i.p.). A traquéia foi canulada e os animais paralisados (brometo de
pancurdnio, 1.3 mg. kg™ i.p.) e ventilados com uma freqiiéncia de 100 ciclos por minuto,
fluxo ventilatério constante de 10 ml/s e volume corrente de 2 ml por meio de um ventilador
artificial (Samay VR15). Um pneumotacédgrafo foi conectado a céanula traqueal para as
mensuracfes de fluxo respiratorio. Foi determinada através de um transdutor de presséo
referencial, pneumotacégrafo (Voldyne MP45-2), a gradiente de pressdo e a pressao
transpulmonar. A mecanica respiratoria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracdo que permite analisar separadamente os componentes elastico, viscoso e
viscoelastico do sistema respiratorio (Burburan 2007).

A resisténcia do pulméo (AP1) e viscoelastico / heterogéneos (AP2), assim como queda
de pressdo total apds a interrupgdo do fluxo (APtot = AP1 + AP2), pulmdo estatica (Est) e

dindmica (Edyn) elastancias, bem como AE (Edyn - EST) foram calculada pelo método da
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oclusdo ao final. AP1 seletivamente reflete a resisténcia das vias aéreas e AP2 reflete
relaxamento da tenséo, ou propriedades viscoelasticas do pulmao. Mecénica pulmonar foram

medidos 10-15 vezes em cada animal [Faffe 2000].

2.11 RT-PCR para citocinas inflamatérias

RNA total foi isolado utilizando RNeasy kit tecido ® (QIAGEN). O DNA de fita
simples foi sintetizada a partir de um kit de cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) seguindo o protocolo do fabricante. PCR quantitativa foi realizada através de um 7300
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), e o numero de ciclos
foi determinado utilizando RQ Estudo Software (Applied Biosystems). As reagOes foram
realizadas em triplicata. A mistura de reacdo 50 mL foi preparada como segue: 25 pL de
Platihum ® SYBR Green PCR quantitativa Supermix-UDG (InvitrogenTM Life
Technologies, Alemeda, CA, EUA), 10 mM de cada primer (Tabela 1) e 10 mL de cDNA
(100 ng). As reagdes dos ciclos com UDG recebeu um tratamento preliminar por 2 min a 50 °
C e uma desnaturacgdo de 2 min a 95 ° C, seguido por 45 ciclos de desnaturacdo a 95 ° C por
15 s, anelamento por 15 s, e primer extensao a 72 ° C por 15 s. Este foi seguido por analise de
ponto de fusdo da dupla amplicons encalhado composto de 40 ciclos de decremento de 1 ° C
(15 s cada), comecando a 95 ° C. A primeira derivada desta trama, dF / dT é a taxa de
variacao da fluorescéncia da reagdo, e uma mudanca significativa na fluorescéncia acompanha
a curva de fuséo dos produtos do PCR. O TNF-a (Sense TAGCCAGGAGGGAGAACAGA
Antisense TTTTCTGGAGGGAGATGTGG), IL-6 (Sense CCGGAGAGGAGACTTCACAG
Antisense TCCACGATTTCCCAGAGAAC), iNOS (Sense TGGTGGTGACAAGCACATTT

Antisense AAGGCCAAACACAGCATACCQ), COX-2 (Sense
GGCCATGGAGTGGACTTAAA Antisense  CTCTCCACCGATGACCTGAT) e NF«B
expresséao (Sense AGCTCAATCTCCCTGGGACTT Antisense

AGCTCAATCTCCCTGGGACTT) foram examinados e normalizado para um gene

constitutivo (B-actina), e calculado de acordo com a formula 2 (-AACt) [Livak 1995].
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2.12 Estatistica

Os dados foram expressos como média + SEM e analisados estatisticamente por
ANOVA com pds-teste de Bonferroni, considerando p <0,05 diferenca significativa.
GraphPad Prism 5 foi utilizado o software de analise estatistica (GraphPad Prism verséo 5.0,
em San Diego, CA, EUA).
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3 RESULTADOS

3.1 Analises de estresse oxidativo

A atividade da catalase no grupo LPS 6 horas se apresentou aumentada (p<0,001) e
diminuida no grupo LPS 24 horas (p< 0,05) quando comparados ao grupo CTR [figura 8]. A
SOD se apresentou aumentada nos grupos LPS 6 horas (p<0.05), LPS 12 horas (p<0,05), LPS
24 horas (p<0,001) e LPS 48 horas (p<0,01) quando comparados ao grupo CTR [figura 9]. A
GSH se apresentou diminuida do grupo LPS 6 horas (p<0,05) e aumentada no grupo LPS 24
horas (p<0,001) quando comparadas ao grupo CTR [figura 10].
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Figura 8- Analise bioquimica da atividade da catalase no pulméo Os dados sdo apresentados
em média * erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido
pelo pos-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa ***p<0,001, **p<0,01 e
*

p<0,05.



30

- ] CTR
g *kk o bs
o 81
)
o
o 6 * %
£
3
o 5]
(@) 2 -
(/)]
0

CTR 6h 12h 24h 48h

Figura 9- Analise bioquimica da atividade da superéxido-dismutase no pulméo. Os dados sao
apresentados em média = erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.
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Figura 10- Anéalise bioquimica da concentragdo de GSH no pulmdo. Os dados sé&o
apresentados em média = erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***n<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.
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3.2 Analises do dano oxidativo

O MDA se apresentou diminuido no grupo LPS 6 horas (p<0,05) e aumento nos grupos
LPS 24 horas (p<0,001) e 48 horas (p<0,05) em quando comparados ao CTR [figura 11]. Os
niveis de carbonilacdo de proteinas, se apresentaram diminuidos nos grupos LPS 6 e 12 horas
e aumentos nos grupos LPS 24 horas (p<0,001) e LPS 48 horas (p<0,01) quando comparados
ao grupo CTR [figura 12].
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Figura 11- Analise bioquimica da concentragdo de malondialdeido no pulmé&o. Os dados séo
apresentados em média = erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.
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Figura 12- Analise bioquimica da concentracdo carbonilagdo de proteinas no pulmdo. Os
dados sé@o apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-
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way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.

3.3 Contagem de células do BAL

O numero de leucdcitos totais mostrou-se aumentado nos grupos LPS 6 horas (p<0,05),
LPS 12 horas (p<0,01), LPS 24 horas (p<0,01) e LPS 48 horas (p<0,01) comparadas ao grupo
CTR [figura 13]. O numero de neutrofilos mostrou-se aumentado nos grupos LPS 12 horas
(p<0.01), LPS 24 horas (p<0,01) e LPS 48 horas (p<0,01) comparados ao grupo CTR [figura
14]. O numero de macréfagos mostrou-se aumentado no grupo LPS 24 horas (p<0,01) e

diminuido no grupo LPS 48 horas (p<0,001) comparados ao grupo CTR [figura 15].
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Figura 13- Contagem de leucdcitos no lavado broncoalveolar. Os dados sdo apresentados em
média * erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa ***p<0,001, **p<0,01 e
*

p<0,05.
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Figura 14- Contagem de neutrdfilos no lavado broncoalveolar. Os dados sdo apresentados em
média * erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa ***p<0,001, **p<0,01 e
*

p<0,05.
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Figura 15- Contagem de macréfagos no lavado broncoalveolar. Os dados sdo apresentados em
média * erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa ***p<0,001, **p<0,01 e
*

p<0,05.

3.4 Ensaio de mieloperoxidase (MPO)

O nivel de MPO mostrou-se aumentado nos grupos LPS 6 horas (p<0,01), LPS 12 horas
(p<0,001), LPS 24 horas (p<0,001) e LPS 48 horas (p<0,001) comparados ao grupo CTR
[figura 16].
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Figura 16- Andlise bioquimica da atividade da mieloperoxidase no pulmao. Os dados sao
apresentados em média = erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.

3.5 Ensaio de nitrito
O nivel de nitrito mostrou-se aumentado nos grupos LPS 6 horas (p<0,01), LPS 24
horas (p<0,05) e LPS 48 horas (p<0,01) comparados ao grupo CTR [figura 17].



36

—
>
J

—
N
N

—
o
i

NO,™ (WM/mg ptn)
o
©

S
(=)}
1

0.4 ‘l‘

CTR 6h 12h 24h 48h

Figura 17- Anélise bioquimica da concentracdo de nitrito no pulmdo. Os dados séo
apresentados em média = erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way
ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.

3.6 Zimografia

Na zimografia observou-se aumento da atividade da MMP-2 no grupo LPS 6, 24 e 48

horas em relacédo ao grupo CTR [figura 18].
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Figura 18- Zimografia de metaloproteinase 2 no tecido pulmonar. O sinal negativo
corresponde aos animais estimulados com salina. Ja as bandas positivas correspondem aos
animais estimulados com LPS e sacrificados em diferentes tempos. A amostra utilizada foi
homogeneizado de pulmao.

3.7 Funcéo pulmonar

A elastancia mostrou-se aumentado nos grupos LPS 6 horas (p<0,001), LPS 12 horas
(p<0,05), LPS 24 horas (p<0,001) e LPS 48 horas (p<0,001) comparadas ao grupo CTR
[figura 19]. A AP2 mostrou-se aumentada nos grupos LPS 6 horas (p<0,001), LPS 12 horas
(p<0,01), LPS 24 horas (p<0,001) e LPS 48 horas (p<0,01) comparadas ao grupo CTR [figura
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20]. A APy mostrou-se aumentada nos grupos LPS 6 horas (p<0,01), LPS 12 horas (p<0,01),
LPS 24 horas (p<0,001) e LPS 48 horas (p<0,01) comparadas ao grupo CTR [figura 21].
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Figura 19- Andlise da elastancia do pulmé&o ap6s modelo de LPA. Os dados sdo apresentados
em média * erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido
pelo pos-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa ***p<0,001, **p<0,01 e
*

p<0,05.
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Figura 20- Analise da AP2 do pulmao apds modelo de LPA. Os dados sdo apresentados em
média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa ***p<0,001, **p<0,01 e
*

p<0,05.
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Figura 21- Analise da AP do pulmao apds modelo de LPA. Os dados sdo apresentados em
média * erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa ***p<0,001, **p<0,01 e
*
p<0,05.
Foi realizada uma nova mecénica ventilatoria agora com animais pré-tratados com NAC

associados hd LPA. A elastancia aumentou nos grupo LPS (p<0,001) comparado ao grupo
CTR e reduziu nos grupos LPS+NAC 40 (p<0,001) e LPS+NAC100 (p<0,05) comparados ao
grupo LPS [figura 22]. A AP1 aumentou no grupo LPS (p< 0,001) comparado ao grupo CTR
e reduziu nos grupos LPS+NAC 40 (p<0,05) e LPS+NAC100 (p<0,05) comparados ao grupo
LPS [figura 23]. A AP2 aumentou no grupo LPS (p<0,05) comparado ao grupo CTR e reduziu
nos grupos LPS+NAC 40 (p<0,001) e LPS+NAC100 (p<0,05) comparados ao grupo LPS
[figura 24]. A APy aumentou no grupo LPS (p<0,05) comparado ao grupo CTR, e reduziu no
grupo LPS+NAC 40 (p<0,05) comparados ao grupo LPS [figura 25].
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Figura 22- Andlise da elastancia do pulméo com pré-tratamento com NAC associado a LPA.
Os dados séo apresentados em media + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste
one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura
significa ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. O simbolo * compara o grupo CTR com o grupo
LPS e o simbolo # compara o grupo LPS com os grupos NAC40 e NAC100.
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Figura 23- Analise da APy do pulmédo com pré-tratamento com NAC associado a LPA. Os
dados sé@o apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-
way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***n<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. O simbolo * compara o0 grupo CTR com o grupo LPS e o
simbolo # compara o grupo LPS com os grupos NAC40 e NAC100.
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Figura 24- Analise da AP2 do pulmio com pré-tratamento com NAC associado a LPA. Os
dados séo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-
way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. O simbolo * compara o grupo CTR com o grupo LPS e o
simbolo # compara o grupo LPS com os grupos NAC40 e NAC100.
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Figura 25- Anélise da AP1 do pulmao apds modelo com pré-tratamento com NAC associado a
LPA. Os dados sdo apresentados em média £ erro padrdo da media e foram analisados pelo
teste one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura
significa ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. O simbolo * compara o grupo CTR com 0 grupo
LPS e o simbolo # compara o grupo LPS com os grupos NAC40 e NAC100.
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3.8 Perfil histolégico do pulméo

Na histologia do pulmé&o nos grupos tratados com LPS se observou em 6 e 12 horas a
presenca de células inflamatorias. Em 24 horas, além da presenca de células inflamatorias,
observou-se espessamento de septos alveolares. Em 48 horas, além do intenso influxo de
células inflamatdrias e espessamento de células inflamatorias, observou-se a presenca de

hemacias no espaco alveolar sugerindo hemorragia (figura 26).

Figura 26- Analise histoldgica do pulmédo (Hematoxila & Eosiona) ap6s modelo de LPA
Grupo CTR (A), LPS 6 horas (B), LPS 12 horas (C), LPS 24 horas (D) e LPS 48 horas (E).
Setas verdes (espessamento de septo), setas vermelhas (células inflamatorias), setas amarelas
(hemorragia). Aumento de 40X.

Quando os camundongos foram pré-tratados com NAC, observou-se diminuicdo do
influxo de células inflamatorias e espessamento de septos alveolares em ambas as doses,

principalmente na dose de 40 mg/kg comparadas ao grupo LPS (figura 27).
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VI s :
Figura 27- Andlise histologica do pulméo (Hematoxila & Eosiona) com pré-tratamento com
NAC associado a LPA. Grupo LPS (A), LPS+NAC40mg/kg (B), LPS+NAC100mg/kg (C).
Setas verdes (espessamento de septo), setas vermelhas (células inflamatorias). Aumento de
40X.

3.9 RT-PCR

A IL-6 mostrou-se aumentada no grupo LPS (p<0,001) comparada ao grupo CTR e
diminuidos nos grupos LPS+NAC 40mg/kg (p<0,001) e LPS+NAC 100 mg/kg (p<0,001)
comparadas ao grupo LPS [28]. A INOS mostrou-se aumentada no grupo LPS (p<0,001)
comparada ao grupo CTR e diminuida nos grupos LPS+NAC 40mg/kg (p<0,001) e
LPS+NAC 100 mg/kg (p<0,001) comparadas ao grupo LPS [29]. A COX2 mostrou-se
aumentada no grupo LPS (p<0,05) comparada ao grupo CTR e diminuida nos grupos
LPS+NAC 40mg/kg (p<0,001) e LPS+NAC 100 mg/kg (p<0,001) comparadas ao grupo LPS
[30]. O TNF-a mostrou-se aumentada no grupo LPS (p<0,001) comparada ao grupo CTR e
diminuida nos grupos LPS+NAC 40mg/kg (p<0,05) e LPS+NAC 100 mg/kg (p<0,001)
comparados ao grupo LPS [31]. O NF«B mostrou-se aumentada no grupo LPS (p<0,001)
comparada ao grupo CTR e diminuida nos grupos LPS+NAC 40mg/kg (p<0,001) e
LPS+NAC 100 mg/kg (p<0,001) comparados ao grupo LPS [32].



43

5 %* %%

Control LPS LPS+NAC40 LPS+NAC100

Figura 28- Analise de IL-6 por RT-PCR com pré-tratamento com NAC associado a LPA. Os
dados séo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-
way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. O simbolo * compara o grupo CTR com o grupo LPS e o
simbolo # compara o grupo LPS com os grupos NAC40 e NAC100.
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Figura 29- Analise de iNOS por RT-PCR com pré-tratamento com NAC associado a LPA. Os
dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-
way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***n<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. O simbolo * compara o0 grupo CTR com o grupo LPS e o
simbolo # compara o grupo LPS com os grupos NAC40 e NAC100.



44

Control LPS LPS+NAC40 LPS+NAC100

Figura 30- Analise de COX2 por RT-PCR com pré-tratamento com NAC associado a LPA Os
dados séo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-
way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. O simbolo * compara o grupo CTR com o grupo LPS e o
simbolo # compara o grupo LPS com os grupos NAC40 e NAC100.
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Figura 31- Anélise de TNF-a por RT-PCR com pre-tratamento com NAC associado a LPA Os
dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-
way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***n<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. O simbolo * compara o0 grupo CTR com o grupo LPS e o
simbolo # compara o grupo LPS com os grupos NAC40 e NAC100.
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Figura 32- Analise de NFkB por RT-PCR com pré-tratamento com NAC associado a LPA. Os
dados séo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste one-
way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p<0,05). O simbolo na figura significa
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05. O simbolo * compara o grupo CTR com o grupo LPS e o
simbolo # compara o grupo LPS com os grupos NAC40 e NAC100.
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4 DISCUSSAO

O estresse oxidativo tem uma parece ter uma participacdo importante na patogénese da
LPA, néo sé pelos efeitos diretos como peroxidacao lipidica e carbonilacdo de proteinas, mas
também pelo envolvimento nos mecanismos celulares e moleculares que controlam a
inflamacg&o pulmonar como ativacéo de citocinas pro-inflamatorias e recrutamento de células
inflamatdrias [Rahman 2006]. Estresse oxidativo consiste em uma condi¢do de desequilibrio
entre componentes oxidante e antioxidante; um excesso de oxidantes e deplecdo de
antioxidantes. Além disso, a LPA caracteriza-se por uma inflamagdo persistente, dano de
células epiteliais do parénquima pulmonar, aumento da permeabilidade vascular e influxo de
células inflamatdrias, o que leva a uma producdo de oxidantes. Estes oxidantes por sua vez
agravam mais a lesdo intensificando a resposta inflamatdria que acaba liberando mais
oxidantes como um “ciclo vicioso” [van der Vaart 2004]. O estresse oxidativo nao é claro em
modelos experimentais e estudos clinicos de LPA [Matthay 1994]. Entretanto, alguns estudos
mostram que pacientes com LPA apresentam niveis elevados de H,O, no ar exalado
condensado. O lavado broncoalveolar de pacientes com LPA contém um excesso de proteinas
oxidadas em combinagdo com uma deficiéncia relativa de moléculas antioxidantes, como a
glutationa [Gole 2000].

Neste estudo, n6s mostramos que 0 estresse oxidativo é tempo-dependente a partir de 24
horas. Mostramos também que a LPA induzida por LPS leva a alteracdes estruturais,
funcionais e inflamatdrias e que o estresse oxidativo tem sim uma participacdo importante nas
mesmas, Visto que uma vez pré-tratados com antioxidante todas as alteracfes vista nos grupos
tratados com LPS foram impedidas pelo uso da NAC. Nossos resultados mostram que o
estresse oxidativo € tempo-dependente, onde nas primeiras 6 horas ap6s LPS, o sistema
antioxidante protege o pulmdo do estresse e dano oxidativo com o aumento da atividade da
CAT e da SOD e diminui¢do do MDA e carbonilacdo de proteinas. Em 12 horas, a atividade
da CAT esta semelhante ao grupo CTR; 0 MDA e a carbonilacdo de proteinas esta semelhante
ao grupo CTR, sugerindo que o sistema antioxidante enzimatico esta ativo em proteger o
sistema bioldgico do estresse oxidativo. Em 24 horas fica caracterizado o estresse oxidativo e
dano oxidativo justo pelo aumento do MDA e carbonilagdo de proteinas. Em 48 horas ha
aumento de MDA e carbonilacdo de proteinas sem resposta das enzimas antioxidantes, com
excecdo da SOD; isso sugere uma espécie de faléncia do sistema antioxidante enzimatico.

No lavado broncoalveolar observou-se um aumento progressivo do nimero de

leucdcitos (neutrofilos e macrofagos). Leucdcitos ativados produzem citocinas pro-
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inflamatorias via NFkB [Pasparakis et al 2009]. Leucdcitos ativados podem também produzir
e liberar EROS causando um excesso de oxidantes no pulm&o. Se o sistema antioxidante
(enzimatico e ndo enzimatico) do pulmao ndo aumentar concomitante e proporcionalmente
aos oxidantes, temos entdo a condicdo de estresse oxidativo [Rahman 2002]. Como
consequéncia do estresse oxidativo lipidios, proteinas e 4&cidos nucléicos podem ser
danificados, sendo detectados como subprodutos de dano oxidativo [Haddad 2003]. Nds
sugerimos que o estresse oxidativo observado nesse estudo é em parte devido ao aumento do
numero de leucocitos no pulmédo, uma vez que o BAL e o homogeneizado dos pulmdes
controles ndo apresentaram 0os mesmos valores ou condigoes.

As EROS também tém sido implicadas no processo de fosforilagdo do complexo inativo
do NFxB. O NFkB se encontra no citoplasma inativo associado a uma proteina 1B formando
um complexo inativo. Em resposta a um estimulo celular, 1B é fosforilado por IxB quinase,
IxB se solta do complexo e é degradado pelo proteassoma 26S e entdo NF«kB se transloca para
0 ndcleo da célula promovendo a transcri¢cdo génica de citocinas pro-inflamatérias como com
posterior recrutamento de células inflamatérias [Mohamed 2009]. Hoje se sabe que a cascata
de sinalizacdo de NFxB é bem mais complexa que o modelo classico. O estudo sugere que a
NAC como estratégia antioxidante reduziu os niveis de EROS, EROS que atuariam
intensificando o processo de fosforilagdo do complexo de NFxB. Assim, menos NFkB
translocado para o nlcleo menor seria a resposta inflamatoria com ativacdo de 11-6, TNF-a,
COX2, e iNOS [Sow 2010].

Uma caracteristica importante da LPA é o comprometimento da funcdo pulmonar.
Pacientes com diagnostico de LPA apresentam edema intersticial e redugdo da complacéncia
pulmonar, aumento da resisténcia ao fluxo aéreo e déficit nas trocas gasosas [Magalhdes
2010]. Em modelos experimentais de LPA induzida por LPS em camundongos pode ser
observado alteracGes semelhantes as observadas na clinica [Passaro 2009]. Acreditamos que 0
aumento de AP1, AP2, e APtot seja pela presenca de edema intersticial e intenso influxo de
células inflamatorias. A lesdo tecidual contribui para essas repercussdes funcionais [Burchardi
1996]. Acreditamos que a elastancia aumentada seja pelo aumento de MMP2. A MMP2
degrada colageno, assim acreditamos que o pulmdo se tornou mais elastico e por isso
observamos a elastancia aumentada.

Na histologia do pulméo observaram-se alteragdes na histoarquitetura ja nas primeiras
horas. Nos grupos tratados com LPS se observou em 6 e 12 horas a presenca de células

inflamatorias. Em 24 horas, além da presenca de células inflamatorias, observou-se
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espessamento de septos alveolares. Em 48 horas, além do intenso influxo de células
inflamatorias e espessamento de células inflamatorias, observou-se a presenca de hemécias no
espaco alveolar sugerindo hemorragia. O intenso influxo de células inflamatdrias aumenta
ainda mais a quantidade de EROS no sistema bioldgico agravando ainda mais a lesdo.

Para confirmar se as alteracbes observadas eram estresse oxidativo dependentes
realizamos um modelo de LPA associado a um protocolo de pré-tratamento com NAC. A
NAC ¢ o antioxidante mais estudado entre os varios antioxidantes. E bem conhecida como
precursora artificial de glutationa e um scavenger de H,O,, &cido hipoclérico e radical
hidroxila [Bernard 1993]. A NAC é o Nosso estudo ndo sugere a administragdo de NAC como
estratégia terapéutica. A NAC foi utilizada como estratégia antioxidante para desvendar o
mecanismo do estresse oxidativo no modelo de LPA. Assim, mostramos que 0 estresse
oxidativo tem uma participacdo importante nas alteracdes estruturais, funcionais e
inflamatorias, visto que a administracdo de NAC impediu todas as alteragdes. Assim, nds
sugerimos que o estresse oxidativo tenha um papel preponderante na fisiopatologia da LPA.

Apesar das ROS terem um papel importante na morte de bactérias, o tempo de acéo e o
momento da terapéutica antioxidante podem ser estratégias eficazes para reduzir as
repercussoes teciduais e funcionais da LPA. Assim, nosso estudo sugere que O estresse
oxidativo é uma condicdo importante na LPA, sendo tempo-dependente e com repercussées
de dano tecidual e funcional a partir de 24 horas.
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5 CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que ficou caracterizado o estresse oxidativo no modelo de LPA
induzida por LPS a partir de 24 horas de forma tempo-dependente e uma faléncia do sistema
antioxidante em 48 horas. Mostrou também que ocorrem alteracdes estruturais, funcionais e
inflamatorias e que o estresse oxidativo tem uma participacdo importante nesses processos,
visto que a administracdo de NAC como estratégia antioxidante impediu todas as alteragdes.

Uma vez definido o papel do estresse oxidativo na LPA e mais especificamente as
respostas bioldgicas de enzimas antioxidantes e de dano oxidativo conforme apresentado
nesse estudo, torna-se promissor o desenho de drogas antioxidantes especificas para a reducdo
dos oxidantes gerados pelas células inflamatorias e conseqiiente reducdo do dano tecidual e

funcional.
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ANEXO A — Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFR]
Centro de Ciéncias da Saide - CCS :

Prezado Professor Samuel dos Santos Valenca

A Comissdo de Etica com uso de animais ( CEUA) em Experimentagéio Cientifica do centro
de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de Janeiro certifica que os projetos sob
sua coordenacdio e intitulados:”Participagdo do fator relacionado a eritroide nuclear 2
(NRF2) no equilibrio redox em um modelo de sepse murina induzida por
lipopolissacarideio.”, onde ¢ previsto protocolo com utilizagdo de animais, foi aprovado por
esta comissio, sob o numero de referéncia DFBCICB 035.

Atenciosamente;

/ 5 A i ,
Presiderite CEUA e

Decania do CCS: Av.Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciéncias da Saide, Bloco K, 2" andar -
Cidade Universitdria - CEP 21941-590 — Rio de Janeiro — Brasil
Fhone (21) 2562.6705 - FAX (21) 2270.1749 - www.ccsdecania.ufrj.br
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