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RESUMO

MELO, Adriana Correa. Funcao pulmonar, estresse oxidativo e marcadores
inflamatorios na lesdo pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo: diferentes
efeitos da atorvastatina, pravastatina e sinvastatina. 2012. 120 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias - Biologia Humana e Experimental) Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

Nosso objetivo foi determinar que tipo de estatina pode atenuar a lesdo pulmonar
aguda (LPA) induzida por lipopolissacarideo (LPS) em camundongos da linhagem
C57BI/6. Trinta camundongos machos (£ 23 g) foram divididos em 5 grupos (n=6
cada): grupo LPS (10 mg/kg) administrado intraperitonealmente (i.p.), LPS mais
atorvastatina (10 mg/kg/dia; grupo LPS+A), LPS mais pravastatina (5 mg/kg/dia; grupo
LPS+P) e LPS mais sinvastatina (20 mg/kg/dia; grupo LPS+S). O grupo controle
recebeu salina i.p.. Em um grupo separado de camundongos (n=5), a soma das pressoes
pulmonares resistivas e viscoelésticas (DeltaPtot) e elastancia estatica (E[st]) foram
medidas. Um dia apds a administracdo de LPS os camundongos foram sacrificados (24
h) por deslocamento cervical e logo em seguida foi realizado lavado broncoalveolar
(LBA). Os pulmdes foram removidos para andlise histopatolégica e homogeneizados
para andlises bioquimicas (ELISA, catalase, superéxido dismutase, mieloperoxidase,
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, carbonilacdo de proteinas e método de
Griess). A quantidade de leucdécitos foi menor no grupo LPS+P (p<0,01) e LPS+S
(p<0,05) em comparacao ao grupo LPS. Os niveis de MCP-1 e IL-6 reduziram no grupo
LPS+P (p<0,01), enquanto o grupo LPS + S mostrou reducdo apenas nos niveis de IL-6
(p<0,05) em comparacdo ao grupo LPS. Marcadores redox (superoxido dismutase e
catalase) foram menores no grupo LPS+A (p<0,01) em comparagdo ao grupo LPS. A
peroxidacdo lipidica (malondialdeido e hidroperoxidos) diminuiu em todos os grupos
tratados (p<0,05) quando comparados ao grupo LPS. A mieloperoxidase foi menor no
grupo LPS+P (p<0,01) quando comparado ao grupo LPS. DeltaPtot e E(st) foram,
significativamente, maiores no grupo LPS do que nos outros grupos. Nossos resultados
sugerem que atorvastatina e pravastatina, mas nao a sinvastatina, exibiram acdes anti-
inflamatorias e antioxidantes na LPA induzida por LPS.

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

oxidativo. Inflamacao.



ABSTRACT

To determinate what statins could attenuate acute lung injury (ALI) induced by
lipopolysaccharide (LPS) in C57BL/6 mice. Young male mice (= 23 g) were divided
into 5 groups (n=6 each): injected with LPS i.p. (10 mg/kg), LPS plus atorvastatin (10
mg/kg/day; LPS+A group) or pravastatin (5 mg/kg/day; LPS+P group) or simvastatin
(20 mg/kg/day; LPS+S group). Control group received saline (i.p.). In a separated group
of mice (n=5) the sum of pulmonary resistive and viscoelastic pressures (DeltaPtot) and
static elastance (E[st]) were measured. One day later (24 h), the animals were sacrificed,
BAL performed and lungs were removed for histopathological analysis and
homogenized for biochemical analyses (ELISA, catalase, superoxide dismutase,
myeloperoxidase, thiobarbituric acid reactive substances, protein carbonyls and griess
assay). The amount of leukocytes was lower in LPS+P (p<0.01) and LPS+S (p<0.05).
Cytokine levels of MCP-1 was lower in LPS+P (p<0.01) while IL-6 was lower in
LPS+P (p<0.01) and LPS+S (p <0.05). Redox markers (superoxide dismutase and
catalase) were lower in LPS+A (p<0.01). Lipid peroxidation (malondialdehyde and
hydroperoxides) were lower in all treated groups (p<0.05). Myeloperoxidase was lower
in LPS+P (p<0.01). DeltaPtot and E(st) were significantly higher in the LPS group than
in the other groups. Our results suggest that atorvastatin and pravastatin, but no
simvastatin, exhibits anti-inflammatory and antioxidant actions in LPS-induced ALI.

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

Inflammation.
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INTRODUCAO

Desde a primeira descricdo da Sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA)
cientistas buscam esclarecer os mecanismos que participam da patogénese da lesdao pulmonar
aguda (LPA) com o objetivo de desenvolver estratégias terapéuticas e novas drogas para estes
pacientes. O lipopolissacarideo (LPS) é um importante indutor de lesdo pulmonar e
endotoxemia e por isso, é utilizado para provocar LPA em modelos animais. Observa-se em
modelos de LPA, a presenca de extravasamento vascular, com movimento de fluidos e
macromoléculas para o interior do intersticio e espaco aéreo. A disfuncdo da barreira vascular
pulmonar, a diapedese transendotelial de células inflamatérias para dentro do tecido
pulmonar, contribuem para disfuncao vascular e alveolar. Além dessas alteracGes, observa-se
também um aumento na producdo de radicais livres de oxigénio levando a um desequilibrio
na producdo de oxidantes com relacdo a producdo de antioxidantes e, consequntemente, ao
estresse oxidativo e dano tecidual.

A suplementacdo com antioxidantes pode inibir a propagacao das espécies reativas de
oxigénio, evitando que se chegue ao estresse oxidativo e a fase de dano celular. E mais do que
sabido que as estatinas reduzem o colesterol e protegem o organismo da doenca
aterosclerdtica. Recentes pesquisas tém identificado propriedades pleiotropicas das estatinas,
isto é, propriedades que vdo além das ja conhecidas propriedades hipolipemiantes, tais como
anti-inflamatorias e antioxidantes. O presente estudo foi desenhado para explanar os efeitos
anti-inflamatdrios e antioxidantes de trés tipos de estatinas e se estes efeitos produzem

melhora na fungdo pulmonar em camundongos com LPA induzida por LPS.
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1 EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia da LPA é de 17-34 por 100.000 pessoas por ano nos EUA (1-3).
Infelizmente, apesar dos estudos populacionais demonstrarem bastante consisténcia em relacéo
a idade (média de 60 anos), mortalidade (35-40%) e proporcdo de incidéncia de SDRA e LPA
(em torno de 70%), esses dados sdo menos consistentes internacionalmente (4, 5). Um recente
estudo americano de coorte prospectivo populacional demonstrou elevada incidéncia, em torno
de 78,9 por 100.000 pessoas por ano e, a partir dai, deduziu-se que 190.600 casos podem
ocorrer somente nos EUA a cada ano (4). A mortalidade intra-hospitalar foi de 38,5% para
LPA e 41,1% para SDRA. Mais de 75% dos casos de LPA estdo associados a infec¢Bes quer
nos pulmdes quer em outras partes do corpo, e ao uso da ventilagdo mecanica (6).

A maioria das mortes é atribuida a sepse ou sindrome de disfun¢do multipla dos 6rgéos
(7). Em comparacdo com as taxas de mortalidade de 55 a 65% relatadas em pesquisas nos anos
80 e inicio dos anos 90, a mortalidade global parece ter diminuido ligeiramente nos dltimos 20
anos, talvez relacionada a alteragdes no método de ventilagdo mecanica e melhoria no suporte

a pacientes graves (8).
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2 LESAO PULMONAR AGUDA

A LPA e sua forma mais severa de manifestacdo, a SDRA, é uma sindrome clinica
definida por hipoxemia respiratoria aguda, infiltrado pulmonar bilateral consistente com edema
e pressao de enchimento cardiaco normal (9).

Para a normalidade da funcdo pulmonar ha necessidade de alvéolos intimamente
associados a capilares adequadamente perfundidos. O capilar pulmonar normal apresenta
endotélio seletivamente permeavel, onde as proteinas permanecem no meio intravascular,
enquanto os liquidos atravessam as membranas como resultado do balango entre as forgas
hidrostaticas e gradientes osméticos. O equilibrio entre essas forcas permite, habitualmente,
que pequenas quantidades de proteinas extravasem para o espaco intersticial pulmonar. Porém,
existem trés mecanismos que impedem a formacdo do edema intersticial, sdo eles: proteinas
intravasculares que mantém gradiente osmatico favoravel a reabsorcdo de liquido; os vasos
linfaticos intersticiais que podem drenar grande quantidade de liquido para a circulagéo;
juncdes intercelulares firmes entre as células epiteliais alveolares que previnem o enchimento
dos espacos aéreos (10).

Existem 2 formas de LPA: a) primaria, causada por uma injuria pulmonar direta (Por
eX.: pneumonia) e b) secundaria, causada por um insulto indireto (Por ex.: pancreatite) (11). Os
pulmdes sdo, particularmente, vulneraveis a lesGes inflamatorias, visto que os mediadores que
séo liberados na circulagdo vdo para os pulmdes pois 0s mesmos recebem a totalidade do
débito cardiaco. As causas mais comuns de LPA/SDRA sdo: sepse (a de maior incidéncia € a
sepse de origem pulmonar) ou sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS); leséo
pulmonar induzida pela ventilacdo mecanica, trauma, aspiracdo, transfusdo sanguinea mdaltipla,
pancreatite aguda, lesdo inalatoria e certos tipos de toxicidade a drogas (12-17).

Enquanto a lesdo sistémica ou lesdo direta no pulmdo pode incitar nos pacientes
suscetiveis uma lesdo pulmonar, tal resposta inflamatdria pode ser pior quando associada a
outros insultos no pulmédo como a ventilagdo mecéanica com elevados volumes correntes e/ou
hiperoxia (18).

A LPA/SDRA se caracteriza por 2 fases — uma fase aguda, onde se observa uma
ruptura da membrana alvéolo-capilar, extravasamento de liquido rico em proteinas para o
interior do intersticio e espaco alveolar, extensiva liberagdo de citocinas e migracdo de
neutréfilos e uma fase reparadora, mais tardia, a qual é caracterizada por uma proliferacdo de

fibrina e organizacgéo do tecido pulmonar (9).
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2.1 Fase aguda

A patologia central é a ruptura da interface alvéolo-capilar, que se refere a duas
barreiras distintas, a membrana basal do endotélio e células que revestem a superficie
alveolar, pneumacitos do tipo |. Esta fase se caracteriza pelo preenchimento alveolar com um
liquido rico em proteina, secundario a perda da integridade da membrana alvéolo-capilar, com
um padrdo heterogéneo de envolvimento alveolar (figura 1) (11, 15, 18). Existem dois tipos
de células epiteliais alveolares, pneumdcitos tipo | e Il e ambas estdo prejudicadas na LPA.
Neutrofilos e macrofagos secretam citocinas pro-inflamatérias, oxidantes, proteases,
leucotrienos e fator de ativacdo plaquetéaria nesta fase. O dano dos pneumdcitos do tipo |
causam ruptura da integridade da barreira alvéolo-capilar permitindo o acimulo de liquidos
no intersticio pulmonar, proteinas, neutrofilos, hemécias e fibroblastos que extravasam para o
interior do alvéolo.

O dano do endotélio vascular e do epitélio alveolar resulta na criacdo de uma interface
entre o pulméo e o sangue facilitando a propagagéo de microorganismos a partir do pulméo,
alimentando assim a resposta inflamatdria sistémica.

A lesdo dos pneumdcitos do tipo | prejudicam a habilidade do pulmdo em bombear o
liquido para fora do espaco aéreo (16). O dano dos pneumdcitos do tipo Il reduz a producdo
de surfactante, o que leva a atelectasia. Os pneumacitos do tipo Il apresentam uma diminuicao
na capacidade de se diferenciar, através da membrana basal, em pneumdcitos do tipo I, e,
assim como este ultimo, uma inabilidade para transportar ions e, portanto, remover liquido
dos alvéolos (19, 20).

Anormalidade na coagulagdo ocorre incluindo fibrindlise anormal e formacdo de
fibrinas o qual resulta em oclusdo microvascular, causando shunt intrapulmonar levando a
hipoxemia. O déficit na ventilacdo/perfusdo, secundaria a entrada de liquido na luz do alvéolo
e ao colapso alveolar, aumenta o espaco morto levando a hipercapnia e acidose respiratoria.
Nesse contexto, na fase aguda, o paciente apresenta baixo volume corrente, atelectasia,
reducdo da complacéncia e alteracdo da ventilagdo/perfusdo (aumento do espaco morto) (21).
As caracteristicas clinicas sdo: dispneia intensa, taquipneia e hipoxemia resistente. A
liberacdo de mediadores inflamatorios de dano do tecido pulmonar desencadeia uma resposta
inflamatoria sistémica a qual pode progredir para faléncia multipla de 6rgdos levando a morte
dos pacientes com LPA/SDRA (2, 3, 5, 18).
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Figura 1 — Fase aguda da lesdo pulmonar — alvéolo e capilar pulmonar.
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2.2 Fase reparadora

Esta fase é dependente do reparo do epitélio alveolar e da remoc¢do do edema e das
proteinas do espaco alveolar. Os pneumacitos do tipo Il proliferam ao redor da membrana
basal do alveolo e entdo diferenciam-se em células alveolares do tipo I. O liquido é removido
pelo movimento inicial dos ions sodio para fora do alvéolo via transporte ativo nos
pneumdacitos do tipo Il. A dgua se move através de canais de agua, as aquaporinas, localizados
primariamente nos pneumacitos do tipo I, mas também por uma via paracelular. A proteina
solivel é removida, principalmente, por difusdo paracelular e, secundariamente, por
endocitose. Macrdfagos removem as proteinas insolliveis e neutréfilos apoptoticos por
fagocitose (18, 20, 21).

Observa-se nessa fase um remodelamento gradual e resolucdo através de tecido de

granulacdo e fibrose (figura 2).

Protein-rich edema fluid
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differentiation
of type Il cells

A

\  Type ll celis

Na'/XK* -ATPase
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Resorption of alveolar  /A4usporing
edema fluid and protein

Figura 2 — Fase de reparagéo da lesédo pulmonar aguda — estrutura alveolar.

Fonte: http://www.cesil.com/leaderforchemist/articoli/2005/numero6 05/rossi ing/articolol.htm
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2.3 Células inflamatorias especificas, vias e mediadores inflamatorios

O acumulo de neutréfilos ativados no pulmdo € um passo inicial no processo
inflamatorio pulmonar que leva a LPA e € um marcador histologico importante (20, 22). Os
neutréfilos estimulam a lesdo pulmonar por diversos mecanismos: pela liberagdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN), producédo de citocinas e
fatores de crescimento que amplificam a resposta inflamatdria e estimulam a liberacdo de
enzimas proteoliticas. Enzimas proteoliticas sdo potencialmente lesivas ao pulméo,
predominando a elastase de neutrofilos (23, 24). Os niveis plasmaticos de elastase de
neutréfilos estdo aumentados em pacientes com risco para SDRA ap06s o trauma e naqueles
com SDRA estabelecida apds trauma (25, 26). Outras proteases que estdo elevadas no LBA
de pacientes com LPA incluem as colagenases e as gelatinases A e B (27).

O fator nuclear kB (NFkB) é um fator de transcricdo com papel pro-inflamatério
implicado no desenvolvimento da LPA (28). Em resposta a um estimulo inflamatério IxkB ¢é
fosforilado por IkB quinase, IkB se solta do complexo NFKB e é degradado pelo proteassoma
26S e, desta forma, NFkB se transloca para o nticleo da célula para ativar a transcri¢ao génica
e dar inicio a uma cascata de eventos inflamatérios como a producédo de citocinas (como
interleucina-6/IL-6, interleucina-8/IL-8 e fator de necrose tumoral o/TNF-a) além do

recrutamento de outras células inflamatdrias (29).

2.4 Sindrome da resposta inflamatoria sistémica como causa de lesdo pulmonar aguda

A SIRS representa um desequilibrio da resposta imunoldgica levando a liberacéo
sistémica de citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e aminas vasoativas. Os mediadores
inflamatdrios na circulagdo causam dano ao endotélio e comprometem o sistema vascular,
desencadeando a cascata da coagulacdo e culminando, potencialmente, na coagulacédo
intravascular disseminada. A lesdo tecidual induzida pela SIRS é o resultado de uma
combinacdo de uma resposta inflamatéria exagerada, lesdo vascular e comprometimento da
microcirculacdo secundaria a formagdo de microtrombos (12, 18, 25). Embora a resposta
inflamatoria seja sisttmica, o dano pode se manifestar primeiro ou em maior grau em um
determinado 6rgdo individualmente. Os pulmdes sdo particularmente sensiveis a sepse ou

SIRS. Sepse é definida em humanos como uma resposta inflamatoria sistémica a uma
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infeccdo conhecida, portanto, quando uma infec¢do bacteriana é diagnosticada (ou uma
hemocultura positiva é obtida), SIRS torna-se sepse (18, 30).

Acredita-se que doencas resultantes de lesdo endotelial difusa, causadas por
persistente estimulo inflamatdrio, sdo responsaveis pelo comprometimento de mdultiplos
Orgdos e sistemas.

Na sepse por bactérias gram-negativas, ou gram-positivas, ou virus, ou fungos e em
doencas ndo infecciosas como a pancreatite, o trauma, reacdo a droga, doencgas autoimunes,
chogue hemorréagico, queimaduras extensas, entre outras, ocorre um estimulo inflamatério
(31-33). Atualmente, o LPS é considerado o principal fator responsavel pelas manifestagdes

toxicas de infecgdes por bactérias gram-negativas bem como por inflamacéo sistémica (34).

2.5 Lipopolissacarideo (LPS)

O LPS que é um tipo de endotoxina (figura 3) € uma molécula altamente tdxica
derivada da membrana celular externa de bactérias gram-negativas. Sua liberacdo ocorre
quando a bactéria se multiplica ou quando é fagocitada e degradada pelas células de defesa.
Sua estrutura é composta por duas camadas de acucar e uma camada lipidica, uma parte
hidrofilica e outra hidrofobica, respectivamente. A porcdo lipidica é considerada a

responsavel pela acdo antigénica do LPS (35-37).
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O-antigen
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Figura 3 — Estrutura do lipopolissacarideo.

Fonte:http://en.wikipedia.org/wiki/Lipopolysaccharide

Essa endotoxina desencadeia vias de sinalizacdo intracelular através de sua ligacao a
receptores préprios. Os principais estdo localizados na membrana celular, denominados
receptores toll-likes (35, 37). O LPS é conhecido como potente ativador de genes relacionados
a resposta inflamatdria aguda. Esta caracteristica confere, portanto, a possibilidade de

amplificagéo e perpetuagao de um sinal inicialmente gerado pelo LPS (28, 36).

2.6 Radical Livre

Os radicais livres sdo espécies reativas caracterizadas por possuirem um ndmero impar
de elétrons em sua Gltima camada (e”) (38). Um grande numero de pesquisas sugerem que
aumento na producdo de radicais combinado a diminuicdo da capacidade antioxidante
pulmonar pode contribuir para o prognéstico de pacientes com LPA (39-44). Os radicais
livres contribuem para o dano vascular visto na sepse ou apos a isquemia/reperfuséo inerente
ao processo da SDRA (39). Os radicais livres estdo também envolvidos na regulacdo do ténus
vasomotor por atuar no endotélio e nas células musculares lisas (45-48).

Os radicais tais como o radical superéxido (O2+7) e radical hidroxil (OHe) contém
elétrons desemparelhado enquanto peroxido de hidrogénio (H202) e hidroperoxidos (ROOH)
ndo tém essa condicdo (38). Os radicais livres podem reagir com outros radicais livres

combinando seus elétrons ou, se suficientemente reativos, com moléculas ndo radicalares.
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Quando estas ultimas sdo &cidos graxos poli-insaturados o ataque de radicais livres pode dar
inicio a uma reacdao em cadeia. A maioria dos radicais livres em sistemas biologicos reagem

rapidamente com abundantes moléculas de oxigénio (figura 4).

Molecular ~ Superoxide Hydrogen Hydroxyl

oxygen anion peroxide radical Water
€ € ey €7
02 — 0.2_ H202 7%9 *OH %—) HEO
2H* H+* H,O H*+
NO* Transitional
metals,
(e.g. Cu*, Fe?")
ONOO™ HoFe
peroxynitrite
Oxidation of
proteins, lipids Ferryl haem
and DNA “OH

Protein-, lipid- and DNA-based radicals, and
oxidative changes to lipids, proteins and DNA

Figura 4 — Processo de dismutacdo do oxigénio.

Fonte: http://www.jornallivre.com.br/150413/0-que-e-dismutacao.html

A reducdo univalente de oxigénio (02), isto é, a adi¢cdo de um elétron de O2 produz
02+~ um subproduto do metabolismo aerébico normal. O O2¢~ ¢ um bom agente redutor mas
uma pobre molécula oxidante, cujo destino e reacdo dependem grandemente das condicGes
ambientais na qual ele é gerado (44). Este radical é rapidamente inativado pela superéxido
dismutase (SOD) ou por reacdes com o o0xido nitrico. A interacdo do O2+~ com NOe ¢ mais
rapida do que com a SOD, limitando qualquer efeito vasodilatador mediado pelo NOe. Tais
reagcOes produzem peroxinitrito (ONOO™), referido como uma ERN (45-48).

Duas moléculas de 02+~ sdo reduzidas, quer espontaneamente ou catalisada pela SOD
para formar 02 e H202. O H202 ¢ uma molécula que, ao contrario do 02+~ , pode entrar em
muitas células da mesma forma que a agua (40). E uma molécula relativamente estavel, a
menos que ions de metais de transicdo (tais como ferro e cobre) estejam presentes. Assim, na
presenca de um sal de ferro, H202 é decomposto para se obter o altamente reativo radical
hidroxila (OHe) pela reagdo de Fenton (41).

Os radicais livres sdo biologicamente produzidos em células por reacdes de
transferéncia de elétrons e servem como moléculas sinalizadoras e mensageiras (44). O 02+~

é produzido pela atividade de fagocitos como parte do sistema de defesa microbiano. Durante
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0 metabolismo normal O2+~ é constantemente formado durante a oxigenagdo da hemoglobina,
e através do escape de elétrons da cadeia transportadora (49-51). A producdo acidental de
radicais livres é catalisada pela cadeia transportadora de elétrons, por remocdo enzimatica,
scavenging e ions metalicos sequestrados.

Tais sistemas sdo coordenados para prover importantes mecanismos bioldgicos de
defesa antioxidante. Tal protecdo pode ser ineficiente e o dano oxidativo por um desequilibrio
entre a producdo de radicais livres e o sistema antioxidante podera ocorrer (38). A producao
de radicais livres nas celulas pode ser aumentada por uma elevagdo nas concentragfes de O2
no microambiente e por toxinas (49). Existem muitas fontes de geracdo de radicais livres as
quais incluem: auto-oxidacao e ciclorredox de pequenas moléculas - gerado por enzimas, fuga
de elétrons da cadeia transportadora, estados de hipo ou hiperdxia e sindromes de
reoxigenacéo (52).

Em um estado normal de saude, a formacdo de oxidantes € equilibrada pela eficiente
remocdo dos mesmos através do sistema antioxidante (53). As defesas antioxidantes
encontradas no plasma e nos tecidos podem ser classificadas em primaria, secundaria e
terciaria. A defesa primaria é melhor descrita e compreende o sistema que impede a formacéo
dos radicais. As propriedades de ligagdo do ferro com a transferrina e lactoferrina
desempenham esse papel nos fluidos extracelulares, quando ligados corretamente, isto é, aos
sitios de ligacdo de alta afinidade destas proteinas, e, portanto, ndo ha formacao de radicais
livres. As defesas secundarias removem ou inativam a formacao de radicais livres. Em alguns
casos, tais defesas secundarias podem ser sistemas de enzimas tais como SOD, catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) ou moléculas de baixo peso molecular tais como a
vitamina E, ascorbato e glutationa. As defesas terciarias trabalham para remover e reparar o
dano oxidativo e sdo particularmente importantes para o acido desoxirribonucleico (DNA)
(54).

As trés formas de SOD estdo fisiologicamente presentes: SOD cobre e zinco no
citoplasma, SOD manganés na mitocondria e SOD extracelular, importante na matriz extra
celular. Dependendo das concentragdes e condi¢fes, SOD pode proteger 0 NOe através da
inativacdo do O2+~ (55). A presenga de SOD ao longo da via de difusdo do NO- nas células
musculares lisas do vaso, pode ativa-lo biologicamente aumentando sua meia vida e
favorecendo uma funcdo para SOD extracelular como um mediador da atividade do NO+ na
manutencdo de um baixo tonus vascular pulmonar (50). A distribuicdo da SOD extracelular
sugere que seu papel especifico pode incluir a protecdo da superficie de células endoteliais

contra o estresse oxidativo (46).
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Os sistemas redox das células tambem mantém concentragdes elevadas de glutationa
reduzida (GSH) que pode ser utilizada para detoxificar H202 e hidroperoxido de lipideos
(56). Durante periodos de estresse oxidativo, GSH é convertida em glutationa oxidada
(GSSG), a qual pode ser convertida, novamente, a GSH pela GSH redutase. A via de
detoxificacdo do H202 leva a um acumulo de GSSG. Uma vez que altas concentracGes de
GSSG pode ser citotoxicas, esta enzima é rapidamente removida da célula (57).

A catalase é também uma enzima importante que reduz o H202 a H20, removendo um
intermediario chave na formagdo de NO- e &cido hipocloroso. A concentracéo de catalase no

pulmao € baixa, prevalecendo outros tipos de defesa antioxidante (58).

2.7 Envolvimento das espécies reativas de oxigénio na lesdo pulmonar aguda

A ativacdo de neutrofilos sequestrados da circulacdo pelo processo inflamatério
pulmonar causa a liberacdo de radicais livres que sdo substancias consideradas essenciais e
modulam o dano ao endotélio vascular pulmonar caracterizado na LPA (Figura 5). A
disfuncdo e a ruptura da barreira endotelial sdo responsaveis pela principal manifestacdo
clinica desta doencga (27, 38, 50).
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Figura 5 — Sepse levando ao estresse oxidativo; interferéncia dos radicais livres na funcéo
vascular.

Fonte: http://www.comprehensivephysiology.com/WileyCDA/CompPhysArticle/refld-
¢100013.html

A contribuicdo dos radicais livres para a regulacdo fisiolégica do ténus dos vasos
pulmonares permanece um topico de interesse nas pesquisas. No entanto, existem evidéncias
consideraveis que suportam o papel deletério de radicais livres nas anormalidades vasculares
pulmonares que caracterizam a SDRA. Em modelos com animais, a formagdo de edema e
vasoconstric¢ao sdo observadas quando um sistema de geracdo de oxidantes, tal como xantina
oxidase é infundida nos pulmdes de coelhos (59). O H202 parece ser mais prejudicial para as
células endoteliais, gerando subsequentemente OHe. Os radicais livres podem contribuir
indiretamente na geracdo de LPA/SDRA por inativar antiproteases e depletar antioxidantes
(60, 61).

As membranas celulares sdo formads por uma bicamada de fosfolipideos e proteinas
intrinsecas e, consequentemente, suscetiveis ao dano oxidativo, resultando em uma reacéo
radicalar em cadeia conhecida como peroxidacdo lipidica (62). A destruicdo oxidativa dos

acidos graxos de membrana sdo, particularmente, prejudiciais. Em primeiro lugar, por destruir
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a integridade da membrana e, em segundo lugar por produzirem produtos peroxidicos e
aldeidicos que sdo altamente citotoxicos (63). O DNA é um alvo altamente sensivel ao dano
oxidativo uma vez que modifica¢Bes podem levar a lesdes mutagénicas (54).

E cada vez mais evidente que a circulacdo pulmonar ndo ¢ meramente uma conduta
passiva envolvida na troca gasosa, mas sim um sistema complexo composto por células
altamente diferenciadas com funcdes especializadas que desempenham papéis importantes na
salde e na doenca (19, 26, 46). As células endoteliais desempenham um papel chave na
regulacdo do tdnus vascular e a disfuncdo endotelial € um marcador da SDRA (25, 33). Em
varios modelos animais e modelos de Orgdos isolados, a lesdo endotelial parece ser
dependente de neutréfilos (22, 26). Os neutréfilos ativados podem afetar a morfologia da
célula endotelial e quando esta é alvo de endotoxinas, pode causar uma lesdo em sua
membrana (20). As ERO originarias no interior das células endoteliais podem também regular
a lesdo endotelial na auséncia de neutrofilos especificamente na hiperoxia, na lesdo por
isquemia e reperfuséo e lesdo indireta nas células endoteliais por endotoxina (64-66).

O efeito direto dos radicais livres no masculo liso do vaso ndo € muito claro. O O2¢~
tem um efeito contratil fraco, provavelmente devido a inativagdo de NOe-. Além disso, a
interacdo quimica entre NO+ e O2+~ leva a formacdo de peroxinitrito (ONOO™), o qual é um
complexo bioldgico reativo (50). A producdo persistente de ONOO™ pode causar deplecao de
tiols e, portanto, a protecdo antioxidante eventualmente leva a lesdo oxidativa e prejuizo das
funcdes fisioldgicas (45-48).

Existem relatos conflitantes da acdo de EROs no musculo liso da artéria pulmonar.
Altas doses de H202 causam contracdo reversivel independente do endotélio em musculos
lisos de artérias pulmonares de ratos, acompanhadas por alguns danos no musculo liso
vascular (67, 68). O 0O2¢~, H202 e os neutrdfilos ativados induzem respostas contrateis nas
artérias pulmonares (46, 68). A contracdo induzida por neutrdfilos é mediada através da
liberacdo de produtos da ciclo-oxigenase enquanto que, quando causada por radicais livres, é
modulada pela ativacdo da proteina quinase C (69, 70).

A importancia da ativacao inicial do neutréfilo pela endotoxina foi observada em
diversos modelos experimentais (71). Em coelhos, a administracdo de baixas doses de
endotoxina ndo causou lesdo pulmonar, mas neutrofilos pré-tratados com endotoxina e
infundidos em animais, sdo mais retidos dentro do pulméo do que as células que ndo foram
pré-tratadas (43, 59, 69).

A endotoxina pode aumentar a producdo de oxidantes pela ativacdo de neutrofilos,

estimulados por mondcitos, ativando o sistema complemento e por fim, provocando lesdo nas
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células endoteliais (35, 71). A ativagdo do complemento pela endotoxina pode iniciar e
propagar lesdo pulmonar. Fragmentos do complemento podem promover a liberacdo de 02+~
pelos neutréfilos, estimulagdo de mondcitos e macréfagos e conversdo da xantina
desidrogenase para xantina oxidase (37).
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3 ESTATINAS (INIBIDORES DA ENZIMA HMG-CoA REDUTASE)

Em 1971 o microbiologista Akira Endo, observou que certos microorganismos eram
capazes de produzir um potente inibidor da producéo de colesterol. Esta substancia foi isolada
em laboratdrio originando a matriz das estatinas, a partir do qual comegaram a ser sintetizadas
(72). As estatinas sdo uma classe de drogas utilizadas para baixar os niveis de colesterol por
meio da inibi¢do da enzima 3-hidroxi 3-metilglutaril-coenzima A redutase que tem um papel
fundamental na producdo do colesterol no figado (73). O aumento dos niveis de colesterol
esta associado a doencas cardiovasculares e as estatinas sdo, portanto, utilizadas na prevencao
dessas doencas (74).

Alguns pesquisadores tém mostrado que o tratamento com estatinas promovem uma
protecdo que vai além dos efeitos de reducdo do colesterol. Ha algumas evidéncias que as
estatinas reduzem a proteina C reativa (PCR), um marcador chave de inflamacéo, o qual por
ele mesmo é um fator independente para morbidade e mortalidade cardiovascular (75). Esta
reducdo na PCR é, provavelmente, uma consequéncia da habilidade da estatina em reduzir a
producdo de interleucina-6 (IL-6), a citocina que é ativada na fase aguda da resposta PCR.
Baseado nessas observacfes tem sido proposto que a efetividade clinica das estatinas seria
uma combinacdo de fungdes incluindo a reducdo de colesterol, efeitos anti-inflamatorios,
antitrombdticos, antioxidantes e imunomodulatérios - efeitos esses denominados de

pleiotrdpicos (76).

3.1 Mecanismo de agao

As estatinas apresentam uma similaridade estrutural a do substrato 3-hidroxi 3-
metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), inibindo esta enzima, a qual é
indispensavel na biossintese do colesterol (77). A biossintese de colesterol no organismo
consiste num processo de 28 etapas, iniciando-se a partir da associacdo de 3 moléculas de
acetil-coenzima A (acetil Co-A) para a formagédo de HMG-CoA. A segunda etapa corresponde
a conversao de HMG-CoA em mevalonato e é catalisada pela enzima HMG-CoA redutase,
representando a etapa limitante de controle da sintese de colesterol, sendo um importante alvo
farmacologico (78). Terapeuticamente, as estatinas pertencem a uma classe de farmacos
classificadas como inibidores competitivos da HMG-CoA redutase. Elas inibem uma etapa
inicial e limitante da biossintese de colesterol no figado (72, 74, 76, 77). Esta etapa provoca a
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inibicdo da conversdo da HMG-CoA em mevalonato (figura 6). As estatinas ligam-se de
maneira reversivel, competitiva e mais potente do que o substrato natural da enzima HMG-
CoA redutase, impedindo a biossintese de colesterol (76). O grupo HMG das estatinas, liga-se
a mesma regido enzimatica que o grupo HMG do substrato, bloqueando, assim, o seu acesso
ao sitio catalitico, inibindo a HMG-CoA redutase.
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Figura 6 — Mecanismo de agdo das estatinas.

Fonte:http://www.nature.com/nrc/journal/v5/n12/images/nrc1751-f1l.jpg
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3.2 Efeitos pleiotrdpicos das estatinas

Os efeitos pleiotropicos se devem, na sua maioria, a interferéncia causada pelas
estatinas na formacéo de intermediarios isoprenoides (Ex.: farnesil pirofosfato e geranilgeranil
pirofosfato) por inibicdo da biossintese do mevalonato, os quais servem de ligantes lipidicos
moduladores de processos pos-translacionais (prenilacdo) de moléculas proteicas que se
encontram envolvidas em processos de sinalizacdo celular (76). As estatinas possuem Varios
mecanismos de acdo que podem ser inter-relacionados resultando na reducdo da inflamacéo
(79, 80). Estes incluem: modulacdo do contetdo de colesterol e assim reducéo na formacao de
bases lipidicas e subsequentes efeitos na ativacdo e regulacdo das células do sistema
imunoldgico e, prevencdo da prenilacdo de moléculas sinalizadoras e subsequentemente a
downregulation da expressdo génica, ambas resultando na reducdo da expressdo de citocinas,
quimiocinas e moléculas de adesdo celular (81, 82). As bases lipidicas sdo pequenas estruturas
que fazem parte da membrana celular ou microdominios, ricas em colesterol e
glicoesfingolipideos, o qual reside enzimas intracelulares, principalmente quinases. Estas
bases lipidicas podem ser translocadas pelo citoesqueleto de actina o qual controla
especificamente sua redistribuicdo, clustering e estabilizacdo dentro da membrana celular.
Quando essas bases se reunem, elas formam sitios criticos para processos tais como,
movimento celular, transporte intracelular ou transducdo de sinal (83, 84). As bases lipidicas
atuam como plataformas, reunindo moléculas essenciais para ativagao das células do sistema
imunoldgico, mas também separando tais moléculas quando as condic¢des para a ativacdo nao
sdo apropriadas (85).

Vérias evidéncias sugerem que a inibicdo da sintese do colesterol pelas estatinas
rompem essas bases lipidicas que influenciam a funcéo dos linfdcitos (86-89). Além disso,
por inibicdo na prenilacdo de proteinas, um processo também dependente do mevalonato, as
estatinas bloqueiam a membrana alvo e a atividade das pequenas GTPases que controlam
maultiplas vias desencadeadas por esses receptores. A ativacdo dos linfocitos T dependem
fundamentalmente da Ras, Rho e Rab GTPases. A sinalizacdo dos receptores de antigenos €
orquestrada em bases lipidicas, identificando, assim, os linfocitos T como potenciais alvos
celulares das estatinas (90, 91).

As alteracdes observadas na sintese de citocinas com a terapia com estatinas, pode ser
uma consequéncia da alteracdo na formacdo da base lipidica. No entanto, existe uma via

alternativa ou adicional para a sintese de citocinas que pode ser afetada pelas estatinas.
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A via do mevalonato mediada pela HMG-CoA redutase € crucial para biossintese de
isoprendides (92), os quais sdo essenciais para a atividade e proliferacdo normal da célula. O
farnesil pirofosfato € um intermediario tardio desta via e serve como um precursor para a
sintese de varios isoprendides — por exemplo, grupo geranilgeranil ou farnesil — os quais
prenilam proteinas atraves de ligacGes covalentes. Este pode ancorar estas proteinas na base
lipidica (82). Muitas proteinas preniladas tém um papel importante na regulacdo do
crescimento celular, secrecdo celular e transducdo de sinais. Desta forma, inibindo a
prenilacdo, as estatinas afetam muitos processos celulares envolvidos na inflamacéo (76, 81,
82).

O estresse oxidativo ¢ um fator de extrema relevancia que influencia a funcéo
endotelial. As estatinas apresentam a capacidade de proteger células e tecidos de danos
oxidativos, tendo sido demonstrada a sua atividade antioxidante em estudos realizados em
tecidos e modelos in vivo (93, 94). Ainda se sabe pouco dos mecanismos a partir dos quais as
estatinas combatem o estresse oxidativo bem como o que lhes confere estas propriedades
antioxidantes. Especula-se sobre o0s seguintes mecanismos: capacidade de inibicdo de
compostos isoprenoides resultantes da via do mevalonato, aumento da producdo de 6xido
nitrico, as suas caracteristicas anti-inflamatorias (uma vez que a inflamacdo se encontra
relacionada diretamente aos radicais livres de oxigénio), e a reducdo da producdo de radicais

livres de oxigénio através da inibi¢do da ativacdo de NADPH (95-98).

3.3 Tipos de estatinas

Em 1971 descobriu-se que culturas de fungos de Penicillium citrinum produzem uma
substancia que inibe a biossintese de colesterol. Essa foi o primeiro tipo de estatina a ser
estudado, demonstrando o potencial terapéutico dessa classe de farmacos (99).
Posteriormente, foi isolada a lovastatina em Aspergillus terreus e Monascus ruber (72). A
industria farmacéutica tem realizado testes continuamente nas moléculas de estatinas de forma
a melhoré-las. Apoés a lovastatina, seguiu-se outras como a pravastatina e a sinvastatina. Mais
tarde, foram introduzidos os novos derivados sintéticos como a atorvastatina. Portanto, as
estatinas naturais, derivadas da fermentacdo flngica sdo a sinvastatina e a pravastatina. A
atorvastatina resulta de um processo sintético (100). Atualmente, no mercado, h4 uma maior
diversidade de estatinas, variando o seu poder de reducdo lipidica e as suas caracteristicas
farmacocinéticas tais como: metabolizacdo hepética e meia-vida. A lipossolubilidade é uma
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caracteristica essencial, pois a incorporacdo hepética das estatinas € dependente dessa
caracteristica. As estatinas lipofilicas atravessam a membrana celular por difusdo passiva,
com maior facilidade do que as hidrofilicas, que apresentam um sistema ativo de transporte.
Dessa forma, podemos distinguir a pravastatina como farmaco mais hidrossoltvel, quando
comparado com a atorvastatina e sinvastatina (93). As estatinas hidrofilicas conferem maior
seletividade hepatica para a inibicdo da sintese de colesterol, maior comodidade posologica e

um menor potencial de interacdo (101).

3.4 Hepatotoxicidade

A hepatotoxicidade esta diretamente relacionada com a dose administrada durante o
tratamento efetuado com as estatinas, podendo resolver-se com a reducdo ou com a
descontinuacdo do uso do farmaco (102). A progressdo para uma faléncia hepatica é
extremamente rara, estando, na sua maioria, também relacionada com a conjugacdo do
tratamento com outros farmacos. A incidéncia verificada é de 1% (103). O aumento da dose
administrada, relaciona-se com uma maior reducdo nos niveis de LDL, porém, é proporcional
ao aumento da hepatotoxicidade, ou seja, a hepatotoxicidade das estatinas € dose dependente
(104).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos pleiotropicos de trés estatinas (sinvastatina, atorvastatina e
pravastatina) sobre parametros inflamatorios e oxidativos em pulmdes de camundongos

tratados com LPS.

4.2 Objetivos especificos

e Investigar o perfil inflamatério por meio de citocinas e quimiocinas por ELISA e gPCR;

e Investigar o perfil oxidativo através de ensaios para estresse oxidativo (catalase,
superdxido dismutase e mieloperoxidase) e dano oxidativo (malondialdeido, carbonilacao
de proteinas, nitrito, hidroperoxidos e lactato desidrogenase);

e Analisar as alteragdes da funcdo pulmonar;

e Analisar a histoarquitetura pulmonar.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 de 2 meses e 2 semanas de vida,
acondicionados em grupos de cinco a seis animais por caixa, ho microisolador do laboratério
compartilhado (ICB-UFRJ) 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. Esse protocolo foi aprovado em um comité de ética para
trabalhos com animais de laboratorio (DFBCICBO046).

5.2 Desenho experimental

Foram utilizados 55 camundongos C57BL/6 divididos em 5 grupos (n = 11) como
grupo controle (50 pL salina intra peritoneal — i.p.), grupo LPS (10 mg/kg LPS i.p.), grupo
sinvastatina (20 mg/kg/dia) mais LPS (LPS+S), grupo atorvastatina (10 mg/kg/dia) mais LPS
(LPS+A), grupo pravastatina (5 mg/kg/dia) mais LPS (LPS+P). Os grupos que receberam
estatinas foram pré-tratados por 3 dias consecutivos, sendo este farmaco administrado via i.p.
No terceiro dia de administracdo das estatinas, todos os grupos, exceto o de controle,
receberam LPS via i.p. 24h apds a administracdo de LPS, uma parte (n = 5) dos camundongos
foi sedada e anestesiada para realizacdo de analise da funcdo pulmonar e, em seguida,
realizada a eutanasia (Figura 7). A outra parte (n = 6) dos camundongos foi usada para

analises bioguimicas e morfoldgicas.

N

D1 D2 D3
Estatina i.p. Estatina i.p. Estatina + LPS i.p.

—

VENTILAGAO MECANICA E EUTANASIA

Figura 7 — Desenho experimental.
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5.3 Lavado broncoalveolar (LBA)

Para a contagem do numero total de leucdcitos foi realizado um LBA, através de
canulacdo da traquéia do camundongo e posterior lavagem do sistema respiratério com 1,5
mL de solucdo salina. Ap6s obtencdo do total de células por camundongo, os pulmdes foram
homogeneizados e estocados em freezer (-80°C). Uma pequena porc¢ao do pulméo direito foi
colocada em formol para posterior analise morfoldgica. As proteinas foram quantificadas pelo

método de Bradford.

5.4 gPCR

O RNA total proveniente do homogeneizado tecidal (pulmé&o direito), foi isolado
utilizando-se um kit de RNeasy (QIAGEN). O DNA de fita simples foi sintetizado a partir de
um kit de cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) seguindo o protocolo do
fabricante. O PCR quantitativo foi realizado através de um Real-Time PCR System 7300
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o numero de ciclos foi determinado utilizando
um  Software RQ  (Applied Biosystems). A expresséio de IL-6 (5”:
CCGGAGAGGAGACTTCACAG 3> TCCACGATTTCCCAGAGAAC), MCP-1 (5
TAGCCAGGAGGGAGAACAGA 3 TTTTCTGGAGGGAGATGTGG), SOD (5’:
TCAATGGTGGGGGACATATT 3 GCTTGATAGCCTCCAGCAAC), CAT (5
CCTCGTTCAGGATGTGGTTT 3° TCTGGTGATATCGTGGGTGA), foram examinados e
normalizados para os genes constitutivos B-actina (5’: GCTACAGCTTCACCACCACA 3’
TCTCCAGGGAGGAAGAGGAT) e HPRTI (5: GCTACAGCTTCACCACCACA 3
TCTCCAGGGAGGAAGAGGAT) e calculados de acordo com a formula 2(**<Y.

5.5 ELISA

Os niveis da citocina IL-6 e MCP-1 no homogeneizado tecidual foram analisados por
ensaio de ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay (R&D Systems), seguindo as
instrucdes do fabricante.
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5.6 Catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD)

Aliguotas de homogeneizados pulmonares foram utilizadas nos ensaios bioquimicos
para parametros de estresse oxidativo por métodos espectrofotométricos. A concentracdo de
CAT produzida pelas células foi mensurada em resposta a quantidade de H202 administrado
durante a andlise e foi lida em um comprimento de onda de 240 nm (105). A atividade da
enzima SOD foi estimada pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina e lida em um

comprimento de onda de 480 nm (106).

5.7 Ensaio de mieloperoxidase

Determinou-se a atividade de mieloperoxidase pela adicdo de brometo de
hexadeciltrimetilamoénio e 4&cido trimetoxibenzéico (107). As absorbancias foram
determinadas a 630nm usando um leitor de microplaca (modelo 550, Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA).

5.8 Substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) e carbonilacéo de proteinas

Para medir o indice de peroxidacao lipidica utilizou-se 0 TBARS durante uma reacédo
acido-aquecimento como descrito por Draper e Hadley (108). 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 avaliado pela determinacdo de grupos carbonil
baseados na reacdo com dinitrophenylhidrazine (DNPH), como descrito anteriormente por
Levine e colaboradores (109). O contetido de carbonil em proteinas foi determinado com a
absorbancia a 370 nm usando-se um coeficiente de absor¢cdo molar de 220.000 M-1 e foram

expressos como derivados carbonilicos (carbonila nM / mg de proteina).

5.9 Nitrito

Os niveis de nitrito no homogeneizado tecidual foram determinados por um método
baseado na reacdo de Griess (110). Um total de 100 puL de amostra foi misturada a 100 pL do

reagente de Griess (sulfanilamida 1% e naftiletilenodiamina 0,1% em 5% de &cido fosférico)
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e incubadas em temperatura ambiente por 10 min seguido por leitura da absorbancia a 550
nm. Concentracdes de nitrito nas amostras foram determinadas a partir de uma curva padrédo

gerada por diferentes concentragdes de nitrito de sodio.

5.10 Func¢ao pulmonar

Os animais foram sedados com diazepam (1 mg/kg i.p.) e anestesiados com
pentobarbital sédico (20 mg/kg de peso i.p.). A traquéia foi canulada e os animais paralisados
(brometo de pancurénio, 1.3 mg. kg i.p.) e ventilados com uma frequéncia 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 pneumotacdgrafo foi conectado a canula traqueal
para as mensuracoes de fluxo respiratorio. Pode-se determinar, por um transdutor de pressao
referencial, pneumotacografo (Voldyne MP45-2), o gradiente de pressdo e a pressdo
transpulmonar. A mecanica respiratéria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracdo, 0 que permitiu analisar separadamente o0s componentes elastico, viscoso e
viscoelastico do sistema respiratorio (111). A resisténcia do pulmio (AP1) e viscoelastico /
heterogéneos (AP2), assim como a queda de pressao total apos a interrupgao do fluxo (APtot =
AP1 + AP2), pulmao estatica (Est) e dinamica (Edyn) elastancias, bem como AE (Edyn - EST)
foram calculadas pelo método da oclusdo ao final. O AP1 seletivamente reflete a resisténcia
das vias aéreas e AP2 reflete relaxamento da tensdo, ou propriedades viscoelasticas do

pulm&o. Mecénica pulmonar foram medidos 10-15 vezes em cada animal.

5.11 Histologia

Para andlise histoldgica, os pulmdes foram incubados com solucéo fixadora (10% de
formalina tamponada neutra) por 12-24 h. As amostras foram desidratadas em uma série
crescente de etanol, diafinizados em xileno, incluidos em parafina, e foram feitos cortes
histologicos a partir dos blocos com 5 micrémetros de espessura e corados com hematoxilina-
eosina. A avaliacdo histoldgica foi realizada de forma cega e julgada por dois observadores

independentes para garantir que os dados apresentados fossem representativos.
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5.12 Estatistica

Os dados foram expressos como média = erro padrdo da média e analisados
estatisticamente por andlise de variancia one-way ANOVA com poés-teste de Tukey,
considerando-se p<0,05 diferenca significativa. GraphPad Prism 5 foi utilizado o software de
analise estatistica (GraphPad Prism versdo 5.0, em San Diego, CA, EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 Efeitos das estatinas sobre o influxo de leucécitos

O LBA foi utilizado para avaliar a contagem de leucécitos como um fator
independente de inflamacdo alveolar (Figura 8). Nos animais injetados com LPS, o total de
leucdcitos aumentou 83% quando comparado a animais do grupo controle (p<0,01). O pré-
tratamento com pravastatina reduziu em 44% o numero de leucdécitos (p<0,001), assim como
0 pré-tratamento com sinvastatina (39%, p<0,05) em comparacdo ao grupo LPS. Néo
observamos reducdo significativa no grupo tratado com atorvastatina em relagdo ao nimero

de leucocitos.
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Figura 8 - Os dados séo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. Os simbolos
significam **p<0,01, ## p<0,01 e # p<0,05. * em relacdo ao grupo controle. # em
relacdo ao grupo LPS.
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6.2 Efeitos das estatinas sobre a expressao e quantidade de citocina/quimiocina pro-
inflamatdria

A expressao génica de MCP-1 aumentou 207% (p<0,01) no grupo LPS enquanto IL-6
aumentou 171% (p<0,05) em comparacdo ao grupo controle (figura 9). Atorvastatina e
sinvastatina apresentaram redugdo da expressdo génica de MCP-1 em 59% (p<0,05) e 57%
(P<0,01), respectivamente, quando comparados ao grupo LPS. Atorvastatina, pravastatina e
sinvastatina apresentaram reducdo da expressdo génica de IL-6 de 57% (p<0.01), 50%
(p<0,05) e 67% (p<0,01) respectivamente quando comparados ao grupo LPS.
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Figura 9 - Os dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. Os simbolos
significam **p<0,01, ## p<0,01 e # p<0,05. * em relacdo ao grupo controle. # em

relacdo ao grupo LPS.

Com relagdo aos niveis proteicos de MCP-1 no pulmdo houve um aumento
aproximado de 10 vezes (p<0,001) entretanto nos niveis de IL-6 houve um aumento de quase
2 vezes (p<0,01) em comparacdo ao grupo controle (Figura 10). O pré-tratamento com
pravastatina reduziu os niveis proteicos de MCP-1 em 74% (p<0,01) enquanto a reducdo
observada na IL-6 foi de 48% (p<0,01) em compara¢do com o grupo LPS. O pré-tratamento
com sinvastatina reduziu os niveis proteicos de IL-6 em 41% (p<0,05) quando comparado

com o grupo LPS.
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Figura 10 - Os dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pdés-teste de Tukey. Os simbolos
significam *** p<0,001, **p<0,01, ## p<0,01 e # p<0,05. * em relagdo ao grupo

controle. # em relagdo ao grupo LPS.
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6.3 Efeitos das estatinas sobre a atividade de mieloperoxidase e quantidade de nitrito

A atividade de MPO no homogeneizado de pulméo foi utilizada como um marcador de
lesdo pulmonar aguda relacionada ao acumulo de neutrofilos. NOs observamos que 0s
camundongos injetados com LPS apresentaram um aumento da atividade de MPO de 283%
(p<0,001) quando comparados com o grupo controle (Figura 11). O pré-tratamento com
pravastatina reduziu a atividade de MPO em 44% (p<0,01) enquanto comparado com o grupo
LPS. Néo observamos diferenca significativa em relacdo as outras estatinas para a atividade
de MPO. A quantidade de nitrito no BAL foi analisada aqui como um indicativo indireto da
acao do NO- (Figura 11). N6s observamos um aumento dos niveis de nitrito no grupo LPS de
63% (p<0,05) quando comparado ao grupo controle. Nenhuma das estatinas reduziu os niveis

de nitrito quando comparado ao grupo LPS.
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Figura 11 - Os dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. Os simbolos
significam *** p<0,001, *p<0,05 e ## p<0,01. * em relagdo ao grupo controle. #

em relacdo ao grupo LPS.
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6.4 Efeitos das estatinas sobre a expressao e atividade de superédxido dismutase e
catalase

Nos observamos um aumento na expressdo génica da SOD no grupo tratado com LPS
de aproximadamente 7 vezes (p<0,01) quando comparado ao grupo controle (figura 12).
Entretanto, nenhuma das estatinas reduziu a expressdo génica de SOD quando comparadas ao
grupo LPS. Quanto a expressdo génica de CAT, observamos um aumento de
aproximadamente 7 vezes (p<0,05) no grupo LPS em comparacdo ao grupo controle (Figura
12). O pré-tratamento com atorvastatina e pravastatina reduziu a expressao génica de CAT em

77% (p<0,01) e 53% (p<0,05) respectivamente, em compara¢ao com o grupo LPS.
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Figura 12 - Os dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. Os simbolos
significam ** p<0,01, *p<0,05, # p<0,01 e # p<0,05. * em relacdo ao grupo

controle. # em relacdo ao grupo LPS.

A atividade de SOD aumentou no grupo LPS em 83% (p<0,01) quando comparado
com o grupo controle (Figura 13). Somente o pré-tratamento com atorvastatina reduziu (40%,
p<0,05) a atividade de SOD quando comparado ao grupo LPS. Ja a atividade de CAT
aumentou no grupo LPS em 60% (p<0,001) quando comparado ao grupo controle (figura 13).
Somente o pré-tratamento com atorvastatina reduziu (41%, p<0,01) a atividade de CAT
quando comparado ao grupo LPS. A capacidade antioxidante total do tecido foi reduzida no
grupo LPS em 30% (p<0,05) quando comparado ao grupo controle. Nenhuma das estatinas
foi capaz de restaurar a capacidade antioxidante total do tecido em comparagéo ao grupo LPS,

apesar da atorvastatina ter uma tendéncia de equiparagdo ao grupo controle.
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Figura 13 - Os dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. Os simbolos
significam *** p<0,001, **p<0,01 e ## p<0,01. * em relacdo ao grupo controle. #

em relacédo ao grupo LPS.
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6.5 Efeitos das estatinas sobre os marcadores de dano oxidativo

Os marcadores de dano oxidativo sdo bioprodutos estaveis (como o carbonil,
hidroperdxidos, malondialdeido e lactato desidrogenase) que podem ser detectados apds a
acdo exagerada de ERO/ERN. Nos observamos um aumento de 145% (p<0,05) nos niveis de
carbonilacdo de proteinas no grupo LPS quando comparado ao grupo controle (Figura 14).
Nenhuma das estatinas reduziu a carbonilacdo de proteinas, apesar de a atorvastatina
apresentar uma tendéncia de diminuicdo (34%) em relacdo ao grupo LPS. Os niveis de
hidroperoxidos aumentaram no grupo LPS em 81% (p<0,01) quando comparados ao grupo
controle (Figura 14). O pré-tratamento com atorvastatina, pravastatina e sinvastatina reduziu
esses niveis em até 38% (p<0,01, p<0,05 e p<0,01, respectivamente) quando comparados ao
grupo LPS. Os niveis de malondialdeido aumentaram em 80% (p<0,01) no grupo LPS quando
comparado ao grupo controle (Figura 15). O pré-tratamento com atorvastatina, pravastatina e
sinvastatina reduziu os niveis de malondialdeido em até 41% (p<0,05, p<0,05 e p<0,01)
qguando comparados ao grupo LPS. Finalmente, a atividade de lactato desidrogenase (LDH)
foi maior (300%, p<0,01) no grupo LPS que no grupo controle (Figura 15). Entretanto,
nenhuma das estatinas reduziu significativamente a atividade dessa enzima, apesar da
atorvastatina (35%) e pravastatina (34%) apresentarem uma tendéncia de diminuicdo em

relacdo ao grupo LPS.

0.06+

£ T £ 0.060+ *%
o o
(=] J =]
£9.04 E  0.045
= * =
<. £ # #
— 72 -1 ##
- 030 1
S 0.02- - g 08 =
= 3
© o sl ;
(8] g 0.0154
S
0.00 T T T %
@& & & R4 K 0.000 v -
&L <> ) o
& <Q o3 < S P & 2 2
[9) A% vV v A V' ] ] )
& s N NS N

Figura 14 - Os dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. Os simbolos
significam ** p<0,01, *p<0,05, ## p<0,01 e # p<0,05. * em relacdo ao grupo

controle. # em relagdo ao grupo LPS.
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Figura 15 - Os dados s@o apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. Os simbolos
significam ** p<0,01, ## p<0,01 e # p<0,05. * em relacdo ao grupo controle. #

em relacdo ao grupo LPS.
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6.6 Efeito das estatinas sobre a fungéo pulmonar

Os parametros da funcdo respiratéria foram determinados 24 horas apds a
administracdo de LPS ou veiculo. NOs observamos que o grupo LPS apresentou um aumento
da elastancia estatica (p<0,01), da resisténcia total das vias aéreas (p<0,05) e da pressao total
do sistema respiratério (p<0,05) em comparacdo ao grupo controle (figura 16). O pré-
tratamento com atorvastatina (p<0,05) e pravastatina (p<0,01) reduziu a elastancia estatica em
comparagdo ao grupo LPS, enquanto o pré-tratamento com sinvastatina ndo alterou esse
resultado. Quanto a resisténcia total das vias aéreas e da pressao total do sistema respiratorio,
0 pré-tratamento com estatinas ndo apresentou reducdo significativa em comparagao ao grupo
LPS, apesar do pré-tratamento com atorvastatina € em menor grau com pravastatina

apresentarem tendéncia de diminuicdo nesses parametros.
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Figura 16 - Os dados sdo apresentados em média + erro padrdo da média e foram analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. Os simbolos
significam ** p<0,01, * p<0,05, ## p<0,01 e # p<0,05. * em relagdo ao grupo
controle. # em relagdo ao grupo LPS.



48

6.7 Efeitos das estatinas sobre o perfil histopatoldgico do pulméo

A anélise histopatoldgica revelou que os camundongos controles apresentaram septo
alveolar integro e alvéolos normais (figura 17). Poucas células inflamatorias foram
observadas no interior dos alvéolos. N&o observamos hemorragia, congestdo e colpaso em
nenhuma das laminas analisadas (a). O grupo LPS apresentou areas de edema de septo
alveolar, hemorragia sem congestdo e colapso do parénquima. Muitas células inflamatdrias
foram observadas nos alvéolos (b). O grupo LPS+A apresentou areas de edema de septo
alveolar, em menor grau em comparacdo ao grupo LPS, algum grau de hemorragia, sem
congestdo e sem colapso do parénquima. Poucas células inflamatoérias foram observadas nos
alvéolos (c). O grupo LPS+P apresentou areas de edema de septo alveolar, em menor grau em
comparagdo ao grupo LPS, algum grau de hemorragia, sem congestdo e sem colapso do
parénquima. Células inflamatérias foram observadas nos alvéolos (d). O grupo LPS+S
apresentou pequenas areas de edema de septo alveolar em comparagdo ao grupo LPS, sem
hemorragia, congestdo ou colapso do parénquima. Poucas células inflamatdrias foram

observadas nos alvéolos (e).
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7 DISCUSSAO

O lipopolissacarideo é um constituinte da parede celular de bactérias gram negativas
contribuindo para a inflamacdo local e toxicidade sistémica (35-37, 64). Os modelos
experimentais usando endotoxina, tal como o LPS, sdo amplamente aplicados para estudo de
lesdo inflamatdria pulmonar (23, 24, 61, 64). A liberagdo de fatores prejudiciais a linfa
mesentérica contribui para a lesdo pulmonar e inflamacdo sistémica apds choque e trauma
(11). A endotoxemia induzida pela administracdo de LPS intraperitoneal leva a uma lesdao
pulmonar e ativacdo de neutrofilos. A ativacdo de neutrofilos, além de seu importante papel
defensivo, provoca producéo de radicais livres. O desequilibrio redox, resultante do aumento
destes radicais livres em detrimento a uma reducgéo na producdo do sistema antioxidante pode
gerar dano tecidual (55, 60, 69). Segundo nosso estudo, as estatinas além de seus efeitos
hipolipemiantes possuem efeitos pleitotropicos tais como capacidade anti-inflamatoria e
antioxidante.

No presente estudo, observamos um aumento na contagem de leucécitos no LBA no
grupo LPS em relagdo ao controle, o qual foi reduzido com a administracdo prévia de
pravastatina e sinvastatina, mas ndo com a atorvastatina. N6s também observamos neste
mesmo grupo que houve um aumento tanto na expressao génica quanto nos niveis de MCP-1
e IL-6 em homogeneizado pulmonar. A pravastatina reduziu os niveis proteicos de MCP-1 e
IL-6 ndo alterando a expressdo génica de MCP-1, mas apenas da IL-6. A sinvastatina reduziu
0s niveis de proetinas de IL-6 e alterou a expressdo tanto de MCP-1 quanto de IL-6. A
atorvastatina ndo gerou mudancgas nos niveis destas citocinas, mas reduziu a expressao das
mesmas. O fato é que as estatinas exercem acao anti-inflamatoria, especialmente nas células
endoteliais, por inibicdo da ativacdo endotelial, isto é, inibicdo da ativacdo de NFKB, inibicdo
na expressdo de ICAM-1, na producdo de citocina (IL-6) e quimiocina (MCP-1) e por
prevencdo de aderéncia de leucocitos no endotélio (75, 83, 93, 95). Elevada expressdo de
MCP-1 e IL-6 assim como aumento dos niveis desses mediadores inflamatorios sdo
encontrados na sindrome coronariana aguda (74). Cabe ressaltar que o ponto chave da lesdo
pulmonar aguda é a lesdo da barreira hematoaérea, ou seja, lesdo do endotélio vascular
pulmonar e lesdo da membrana basal alveolar, onde neutrofilos aderem a parede do endotélio
lesado e migram para o espaco aéreo (9, 11, 12).

Um trabalho sobre os beneficios microvasculares e efeitos anti-inflamatorios da

pravastatina mostrou uma reducdo no extravasamento macromolecular e adesdo leucocitéria
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publicou um trabalho onde observou o efeito da sinvastatina na interagdo entre leucécitos e no
mesentério de ratos 2-4 horas apds inducdo de endotoxemia por LPS (95). Pruefer publicou
um trabalho onde observou o efeito da sinvastatina na interacdo entre leucécitos e células
endoteliais atraveés de microscopia intravital in vivo. Ele concluiu com este trabalho que a
sinvastatina inibiu o rolamento, a adesdo e a transmigracdo de leucocitos em estados
inflamatérios agudos e que este efeito estaria relacionado com a “downregulation” da
expressao da P-selectina nas células endoteliais (112). N6s ndo achamos diferenca na reducéo
de leucdcitos no grupo tratado com atorvastatina, embora dados da literatura mostrem o
contrario (113, 114). Em outro trabalho, dessa vez realizado por Gaugler e colaboradores com
cultura de células endoteliais de pulmdes de humanos, foi administrado pravastatina (1-1000
uM, concentracdo final) com o objetivo de limitar a resposta inflamatéria e trombdtica
endotelial apos irradiacdo, e observou-se uma inibicdo na excessiva producao de MCP-1, IL-6
e IL-8 (115).

Com relagdo a expressdo de MCP-1, nossos dados divergem da literatura. Em um
artigo publicado por Egashira e colaboradores, foi avalido o efeito da pravastatina na
inflamacdo cardiovascular em ratos em um modelo de inibicdo cronica da sintese de NO« por
L-NAME. Foi observado um aumento na infiltracdo de mondcitos e na expressdo MCP-1
dentro das artérias coronarias apos o terceiro dia de administragdo de L-NAME. O tratamento
prévio com pravastatina atenuou a expressdo génica desta quimiocina (116). Entretanto,
apesar de o modelo ser diferente do nosso, a dose de pravastatina ofertada neste estudo foi
bem maior do que a que ofertamos em nosso modelo. A pravastatina foi utilizada 2 dias antes
do L-NAME em doses progressivas; 50, 100 e 250 mg/kg/dia, também via i.p., enquanto, em
nosso modelo, utilizamos 5 mg/kg.

Nos grupos atorvastatina e sinvastatina, foi observado o contrario do grupo
pravastatina, isto é, reducdo na expressdo de MCP-1, porém, nenhuma mudanca nos niveis
desta quimiocina. Tais diferencas podem estar ligadas a classe de estatinas, ja que tanto a
atorvastatina quanto a sinvastatina sdo estatinas lipofilicas (99). Apesar disso, observamos um
resultado diferente entre as estatinas lipofilicas quanto aos niveis de IL-6, ja que a sinvastatina
reduziu os niveis desta citocina e a atorvastatina ndo. Diferentes familias de estatinas podem
ter diferentes fungdes bioquimicas mesmo dentro da mesma classe, assim como existe um
efeito dose-resposta o que pode diferenciar seu potencial terapéutico (76, 82). Podemos ter
como exemplo, o trabalho de Turner e colaboradores no qual avaliaram 4 tipos de estatinas
lipofilicas (sinvastatina, fluvastatina, atorvastatina e lovastatina) e 1 hidrofilica (pravastatina)

em relacdo a capacidade de hiperplasia da intima da veia safena, de forma a atenuar a invasao
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e proliferacdo das células musculares lisas (117). Eles observaram que as estatinas lipofilicas
reduziram a proliferacdo destas células na seguinte ordem de poténcia de reducao: fluvastatina
> atorvastatina > sinvastatina > lovastatina. Ao contrario, a hidrofilica pravastatina ndo obteve
nenhum efeito estatistico. Assim como a sinvastatina e pravastatina que também reduziram
tanto a expressdo quanto os niveis de IL-6. Iwata e colaboradores utilizaram 2 tipos de
estatinas, uma lipofilica (pitavastatina) e outra hidrofilica (pravastatina) e examinou o efeito
destas estatinas na producdo de citocinas nas células epiteliais brénquicas humanas
estimuladas por LPS (118). A expressédo das IL- 6 e IL-8 foram inibidas de forma significativa
por ambas as estatinas; porém essaesta inibicdo foi anulada quando adicionado mevalonato,
sugerindo que os efeitos anti-inflamatorios pudessem estar ligados a cascata meval6nica.

O bloqueio da HMG-CoA redutase pelas estatinas depleta moléculas derivadas do
acido mevalonico, incluindo os isoprenoides, levando a uma redugdo no acumulo intracelular
de proteinas isopreniladas. A ativacdo da familia da proteina Ras, proteina G implicada a
transducdo de sinais para diferentes receptores, depende da sua ligacdo covalente a um
isoprenil de 15 carbonos, levando a ativacdo da transcri¢do através da ativacdo de NFkB (76,
82, 93). Seguindo essa linha de pensamento, Ortego e colaboradores, por meio da
administragdo de manumicin A, um antibidtico que atua como inibidor seletivo da Ras
farnesiltransferase, obsevaram uma inibicdo da atividade de NFkB, a qual foi ativada
previamente por angiotensina 2 e TNF-a (119). Entretanto, farnesil pirofosfato e
geranilgeranil pirofosfato, isoprendides necessarios para isoprenilacdo proteica, reverteram a
atividade de NFkB. Muitos fatores que participam da resposta inflamatéria sdo ativados por
NFkB. Esta ativacdo por sua vez leva a expressdo coordenada de gens diferentes que
codificam proteinas, tais como citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas
envolvidas na iniciacdo e perpetuacdo da resposta inflamatoria (28, 29). Em nosso modelo,
observamos reducdo na expressdo de MCP-1 e IL-6, embora essa reducdo ndo tenha sido
harmonicamente observada em todas as estatinas testadas. Sugerimos que tal modulacdo
possa estar relacionada com a inibi¢do da via do mevalonato interferindo, dessa maneira, na
sintese de isoprendides e, consequentemente, a inibicdo de NFkB.

Esses dados se complementam ao analisar os resultados obtidos no homogeneizado
pulmonar de MPO. Notamos uma maior quantidade de MPO no grupo LPS quando
comparado ao controle. Este fato sugere que o acimulo observado de leucécitos no LBA
provavelmente foi, em sua maior parte, derivados de neutréfilos. O pré-tratamento com
pravastatina causou uma reducdo significativa desta quantidade. Em um estudo prévio, no

qual se observou o efeito protetor da pravastatina na lesdo pulmonar aguda induzida por LPS,
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foram reportados efeitos semelhantes. O grupo pré-tratado com pravastatina produziu uma
reducdo significante ndo apenas ao extravasamento vascular pulmonar induzido por LPS, mas
também no infiltrado celular no tecido pulmonar, incluindo reducdo na atividade de MPO
(120). Em nosso estudo, néo foi visto nenhuma alteragdo neste marcador com a administragéo
prévia de atorvastatina e sinvastatina. Como mencionado anteriormente, talvez este resultado
possa estar relacionado com a dose implementada e com o tempo de utilizacdo da mesma, ja
gue, em nosso estudo, os grupos tratados receberam as estatinas por apenas 3 dias. Um estudo
realizado em humanos, onde se utilizou atorvastatina em dose elevada (40 mg/dia) e o
impacto desta terapia na migracdo transendotelial de neutréfilos, notou-se uma reducéo
importante na migracdo apos 2 semanas de administragdo desta terapia (114). O mesmo pode
ocorrer com relacdo a dose na sinvastatina, jA que estas duas estatinas, atorvastatina e
sinvastatina, fazem parte da mesma classe de estatinas lipofilicas, diferentemente da
pravastatina, que faz parte da classe de estatinas hidrofilicas.

A atividade de leucocitos pode também produzir e liberar EROs, causando um
aumento de oxidantes no pulméo. Caso o sistema antioxidante do pulmdo ndo proporcione
protecdo adequada, condicGes de estresse oxidativo ocorrerdo com possiveis danos aos
tecidos. Consequentemente, dano em lipidios, proteinas e acidos nucleicos podem ser
detectados como produtos do dano oxidativo (40). As estatinas possuem efeitos antioxidantes
que parecem ser independentes do colesterol (93-98). Ndés investigamos a expressdo e
atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT em homogeneizado de pulméo, assim como
marcadores de dano oxidativo tais como carbonil, hidroperoxidos, malondialdeido, lactato
desidrogenase e nitrito. O grupo que foi estimulado com LPS apresentou uma elevada
expressdo da SOD e CAT. Nenhuma diferenca foi observada nos grupos tratados com as
estatinas para expressao génica de SOD, porém, com relacdo a CAT, houve reducdo nos
grupos atorvastatina e pravastatina, mas ndo na sinvastatina. Apenas 0 grupo pré-tratado com
atorvastatina apresentou redugdo na atividade tanto da SOD e CAT quanto na reducdo do
dano oxidativo, observada nos niveis de malondialdeido e hidroperdxidos além de uma
tendéncia a reducdo nos niveis de carbonil. Nenhuma estatina avaliada reduziu os niveis de
lactato desidrogenase, talvez, por esta enzima ter uma meia vida extremamente curta.
Finalmente, o nitrito ndo foi menor em nenhum grupo tratado com estatinas do que o grupo
LPS. E valido lembrar que diferencas nas propriedades farmacoldgicas das estatinas podem
causar diferentes acGes antioxidantes. O tempo de tratamento também pode interferir na acéo

de cada droga com relacéo a sua poténcia de tratamento.
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NOs sugerimos que o estresse oxidativo notado nesse estudo é parcialmente devido ao
aumento no numero de leucocitos. Tanto no LBA quanto no homogeneizado de pulméo do
grupo controle ndo foram observados os mesmos resultados do grupo LPS. Observamos um
aumento no numero de leucécitos no LBA dos camundongos estimulados com LPS,
principalmente neutrdfilos, devido aos elevados niveis de MPO. Leucdcitos ativados
produzem citocinas pré-inflamatérias e liberam EROs e ambas, citocinas e EROs estdo
implicadas no processo de fosforilacdo do complexo inativo IkB-NFkB (40, 49). Um trabalho
publicado por Hilgendorff e colaboradores constatou que as estatinas diferem na sua poténcia
em interferir na ativacdo da sinalizacdo de NFkB em mondcitos humanos (121). Eles
estudaram 6 tipos de estatinas diferentes, 3 das quais utilizamos em nosso estudo. Todas as
estatinas inibiram a atividade de NFkB induzida por LPS de maneira dose dependente e esse
efeito foi dependente do mevalonato, sugerindo da mesma forma, que tais efeitos possam
estar ligados a cascata mevalonica.

Uma pesquisa realizada com 114 pacientes com dislipidemia, no qual foram utilizadas
as mesmas estatinas, isto €, atorvastatina, sinvastatina e pravastatina, teve como objetivo
avaliar as atividades das enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GPx) em eritrocitos. Apos 0
tratamento, que durou de 4 a 12 semanas, foi observado um aumento significante na atividade
das enzimas antioxidantes nos pacientes que utilizaram atorvastatina e sinvastatina. A terapia
com pravastatina teve impacto apenas na atividade da CAT, sem nenhum efeito na GPx e na
SOD (122). N6s ndo observamos os mesmos resultados em nosso modelo de estudo. Apenas o
grupo que utilizou atorvastatina apresentou reducdo na atividade destas enzimas quando
comparado ao grupo LPS.

Endotoxina induzindo LPA ¢é associada a mudancas na mecanica respiratoria
representada pela reducdo na complacéncia dindmica e aumento na resisténcia pulmonar. As
mudanc¢as na mecanica tém sido atribuidas ao edema pulmonar seguido por déficit na troca
gasosa e constriccdo das vias aéreas (123). Observamos neste estudo uma forte correlacdo
entre os pardmetros encontrados na funcdo respiratéria e a severidade da inflamacéao
encontrada no grupo LPS no que diz respeito, principalmente, a contagem de leucocitos no
LBA, a quantidade de citocinas presentes no homogeneizado neste grupo e ao seu perfil
histopatologico. Nossos achados mostram que 0s grupos pré-tratados com pravastatina e
atorvastaina reduziram a elastdncia pulmonar em relacdo ao grupo LPS. Além desse
parametro da funcdo pulmonar, houve uma tendéncia a reducdo no grupo atorvastatina em
relacdo a resisténcia das vias aéreas, e do grupo pravastatina em relacdo a pressao do sistema

respiratorio. O grupo pravastatina alcangou resultados mais favoraveis do que o grupo
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atorvastatina no que diz respeito aos marcadores inflamatérios: contagem de leucécitos, na
producdo de MCP-1, IL-6 e MPO. Além do mais, o perfil histopatoldgico apresentado pela
pravastatina foi melhor do que a atorvastatina quando comparado ao grupo LPS.

Num modelo de endotoxina induzindo LPA foram examinada as relagbes entre
mecénica pulmonar e edema pulmonar ao longo do tempo (124). Os autores observaram um
aumento na resisténcia pulmonar e diminuicdo da complacéncia dindmica, que ocorreu muito
cedo, apds a infusdo da endotoxina, provavelmente devido ao edema pulmonar. Seguindo esta
linha de pensamento, o presente estudo ndo mostrou nenhuma correlagdo entre elastancia e
edema alveolar. Outro estudo analisou o pré-tratamento com atorvastatina na LPA induzida
por ventilagdo mecanica (VM) com elevados volumes correntes em pulmdes de coelhos. Eles
observaram que a atorvastatina melhorou a permeabilidade alvéolo-capilar e reduziu a LPA
causada pela VM (125). Constatamos nesse trabalho que a atorvastatina foi a estatina que
obteve o melhor resultado em relacéo a atividade das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) e
esse resultado estd aliado & reducdo nos marcadores de dano oxidativo (MDA e
hidroperdxido). Sugerimos que o mecanismo pelo qual a atorvastatina possa ter influenciado
na elastancia pulmonar seja por reducédo do edema alveolar e por sua capacidade antioxidante,

porém, ha necessidade de mais pesquisas que fortalecam esses achados.
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8 CONCLUSAO

Estatinas sdo drogas comumente usadas para controle/reducdo do colesterol.
Entretanto, j& se sabe que existem efeitos pleiotrépicos associados. Nesse estudo, nds
identificamos alguns efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes de trés estatinas —
atorvastatina, pravastatina e sinvastatina. Ao que parece, inclusive com relacdo as analises
histolégicas e funcionais, a pravastatina se mostrou a melhor opgdo terapéutica anti-
inflamatoria, enquanto a atorvastatina se mostrou a melhor op¢do antioxidante. Esses achados
mostram que, apesar de relacionados, a inflamagéo e o estresse oxidativo tem diferentes vias
de sinalizacdo e respostas ao lipopolissacarideo, e com as doses estudadas, a sinvastatina se

mostrou a op¢ao com menor agdo anti-inflamatoria e antioxidante.
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Ventilagao mecinica com haixe volume corrente e estresse
oxidative em pulmoes sauddveis de camundongos
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Abstract

Oljective; Mechanical ventilation (MV] itself can directly contribute te lung injury. Therefore, the aim of the
present study was to investigate carly biomarkers concerning oxidant/antiexidant balanes, oxidative stress, and
mflammation caused by short-term MV i healthy mouse lungs. Methods: Twenty male CS7BLI6 mice were
randomly divided into two groups: MV, sobmitted to low tidal velome (W & ml/kg) MV for 30 min; and
spontancous respiration [SB), used as controls. Lung homogenate samples were tested regarding the activity of
vanous antioxdant engymes, ipid peraxidation, and THNF-tt expression. Results: In companson with the SR group,
the MV group showed a significant decrease in the acthvity of superoxide dismutase [=35%4; p < 0.05), together
with am imerease in the activity of catalase [40%; p < 0.01), glutathione peroxidase (500%; p < 0.001), and
myeloperoxidaze [2600%; p < 0.001), a: well a3 a reduction in the glutathione/oxidized glutathione ratio (=5004;
p < 0.05] and an increase i THF-0 expression in the MY group. Oeadathve damage, assessed by hipid peroxadation,
was alsa greater in the MV group (25%; p < 0.05). Conclusions: Our results show that short-term low WV, MV can
directly contribute o lung mjury, generating cxadative stress and mflammation in healthy mouze lungs.

Keywords: Ventilator-induced lung injury; Respiration, artificial; Ohadative stress; Inflammation; Mice.

Resumo

Objetive; A ventilagio mecanica (VM) por 51 propria pode contribuir dirctamente para a lesdo pulmonar. Assim,
o objetrve do presemte estudo foi mvestigar iomarcadores precoce: relacionados ao equilibmo oxidantes/
antioxidantes, estresse oxidativo ¢ inflamagdo cawsado: por WM de corta duragéio em pulmées de camundongos
saudaveis. Métodos: Vinte camundongos C57BL/6 machos foram randomicamente divididos em dois gropes:
VM, submetidos a VM com baixo volume comente (V. & mL/kg) por 30 min; e respiragio espontinea (RE),
utilizados como controles. Amestras de homogeneizades de pulmae foram testadas quanto a atvidade de enzimas
antioxidantes, peroxidagdo lipidica e expressio de TNF-c. Resultados: Comparado: ao grupe BE, houve uma
reducio significativa na atnidade de superoxado dismutase (=35%; p < 0.05) ¢ aumento da atrvidade de catalaze
[40%%0; p < 0,01), glotationa peroxadase [500%; p < 0,001) = micloperoxidase (260%; p < 0,001), ao passo que
a razao glutationa reduzida/glutationa coddada foi menor [=50%; p < 0,05), ¢ howve um aumento ma expressao
de TNF-i no grupe VM. 0 damo oxdative, anahsado como peroxidacao hipidica, tambem aumentou mo grupo
VM (4500; p < 0.05). CondusBes: Mozsos mesultados demonstratam que VM de curta duragio com baia V.,
pode contribuir dirctamente para a lesfo pulmonar, gerando estresse oxidative e inflamagdo em pulmées de
camundongos saudavens.

Deseriteres: Lesio pulmonar induzida por ventilagao mecamica; Pespiracao artificial; Estresse coxadatve;
Inflamacdo; Camundonges.
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Hitric oxide (MO) represents one of the most important intra- and exaracel lular mediators and takes part
in both Wologic and pathologic processes. This study aimed toverily the testment with an RO inhiltor
and an ND substrate in pulmonary emphysema indusced by cigaretie smoke (C5) in a murine model. We
compared M-acetfcysteine (NACL a precursor of glutathione, to G- mitro-c-Arginine- Methy] Ester or
=MAME (LN], wihich is am NO inhibi tog and o carginine (LA )L wikich i a substrate for NO Tormation. Mice
were divided into several groups: contral, O5, 05 4 LN, 05 4 LA, and &5 4 NAC Control and 5 groups
were treaed daily with avehicle, while ©5 4 LN, 05 + LA and C5 + NAC groups were treated daily with
LM (80 mgkgl LA (120 mghkg) and NAC (200 mglke) respectively. The bronchoalveslar livage was
analyzed and the lungs were removed for histological and biochemical analysis. ©5 increases pewtophil
mumiber. Newtrophil mumiser was kwest in OS5 4 LN, iollowed by OS5 4 LA The lungs of 5 4 LN, CS 4 LA
and ©5 4 MAC mice were proteded compared tothe haegs of C5 mice, but not equal tothe quality of lungs
in control mice. The C5 group also exhibited increased oaxidative stress, which was alo present in the
5+ LN group and to a lesser extent in the 5 + LA group. Tisee inhibitor of metalloproteinase 1 and 2
increased in the C5 4+ LN group and to a lesser extent im the C5 4 LA group relative to the contraol group.
These results suggest that LN and LA treatment protected the mowse lung from C5 However, NAC
treatment was more than LN and LA We suggest that the protection conferred by LN treatment redqusi res
A alane between proteases and antiproteases, and that proection conferred by LA treatment imohes
the balance between oxidants and antioxidants

i 2011 Ekevier Lid. All rights reserved.

1 Introduction

blown intowarriors’ faces before battle and over women before sex
It weas used medicinally and in religious ceremaonies as an offering

Tobacoo is thought to have been cultivated since 5000—3000BC,
and its use originated from the Amercan continents imvolving
andent people who lived mainly in the Andes around Peru and
Ecuador [1]. In the beginning, tobhacco was consumed in many
forms: it was sniffed, smoked, chewed, eaten and drunk.  was
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to the gods [2]. When Christopher Columbus arrived in Spain, prior
to his first joumey in Morth America in 1492, he brought tobacoo to
the Old World. However, the Europeans gained more experence
with tobacco in 1500 when Pedro Ablvarez Cabral a Portuguese
explorer, reached what is Brazil today. In Brazil, the native inhabi-
tants believed that tobacco was a holy herb | 3] Smoking tobacco
spread quickly into Europe Afterwands, tobacoo became popular as
a cigarette during the First Word War. Later, it developed into
a sign of social statms. Mowadays, cigarette smoke represents the
maost important risk factor for respiratory diseases, and itis the first
risk factor to contribute to chronic obstructive pulmonary diseases
(COPD), specifically emphysema and asthma [4].

The COPD is characterized by the deterioration of small airesays
and obstruction associated with cellular inflammation and struc-
tural emodeling |5]. The prediction of the World Health Organi-
zation |6] is that COPD will become the third leading cause of





