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RESUMO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é uma patologia que apresenta obstrucéo ao
fluxo aéreo. No enfisema ocorre destruicdo da matriz extracelular que resulta no alargamento
do espaco aereo. A hiper-responsividade brénquica pode ocorrer em pacientes com DPOC.
Nesse contexto o objetivo desse estudo foi averiguar a responsividade brénguica apos desafio
com metacolina (MCh) em um modelo de enfisema induzido por elastase pancreéatica de porco
(PPE). Para tal utilizamos camundongos machos Swiss (25-30g), divididos aleatoriamente em
trés grupos: o grupo controle foi instilado via intratraqueal com solucdo salina € o grupo
enfisema subdividido em dois grupos instilados com PPE (0,3 e 0,6U). Apds 20 dias, os animais
foram anestesiados, traqueostomizados, acoplados em ventilador para pequenos animais €
submetidos a inalagdo de salina e MCh (50 e 100mg/mL). A avaliagdo da mecanica respiratoria
utilizou o modelo de fase constante e os parametros analisados foram resisténcia das vias aéreas
(Raw), resisténcia tecidual (G), elastancia tecidual (H) e histeresividade (n). Apos o teste, os
pulmdes foram removidos para andlises histoldgicas e quantificacao de proteinas. Os resultados
da mecéanica respiratoria mostraram que os valores de Ru, G € 1, tanto basais quanto apos
nebulizacdo com salina, ndo apresentaram diferencas entre os grupos quando comparado com
o grupo controle, porém a H no grupo enfisema 0,6U foi menor quando comparado com o grupo
controle. Ap6s o desafio com MCh 100mg/mL, a R. foi atenuada nos animais com enfisema
0,3U. A G aumentou nos animais com enfisema 0,3U. A H nos animais com enfisema 0,6U
diminuiu. A n ap6s nebulizagdo de MCh 50 e 100mg/ml elevou-se nos animais instilados com
PPE 0,3 e 0,6U. Na andlise morfoldgica, o grupo tratado com PPE 0,6U aumentou as areas de
colapso alveolar, o nimero de alvéolos hiperinsuflados foi maior nos grupos enfisema 0,3 e
0,6U, o intercepto linear médio elevou-se em ambos os grupos tratados com PPE e o nimero
de alvéolos normais reduziu em ambos os grupos enfisema quando comparado com o grupo
controle. A quantificagdo de proteinas mostrou diminuic¢ao de elastina no grupo 0,6U e aumento
de colageno tipo III nos grupos 0,3 e 0,6U. Os resultados mostraram que animais com enfisema
induzido por PPE 0,3U apresentam atenuacdo da responsividade bronquica durante a inalagdo
de MCh (100mg/mL), sugerindo que a perda da integridade do epitélio pulmonar e o

remodelamento tecidual aumentam a heterogeneidade dos pulmdes.

Palavras-chave: Elastase Pancredtica. Enfisema pulmonar. Resisténcia das vias respiratorias.

Elastina. Colageno tipo III.



ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a disease that presents airflow obstruction.
In emphysema, there is destruction of the extracellular matrix resulting in enlargement of the
airspace. The bronchial hyperresponsiveness can occur in patients with COPD. In this context,
the objective of this study was to evaluate the responsiveness after bronchial challenge with
methacholine (MCh) in a model of emphysema induced by porcine pancreatic elastase (PPE).
Swiss male mice (25 - 30g) were randomly divided into three groups: the control group was
intratracheally instilled with saline and emphysema group was subdivided into two other groups
that were instilled with PPE (0.3 and 0.6 U). After 20 days the animals were anesthetized ,
tracheotomized , connected to ventilator for small animals and subjected to inhalation of salina
and MCh (50 and 100mg/mL) . The evaluation of respiratory mechanics used the model of
constant phase and the parameters analyzed were airway resistance (Raw), tissue resistance (G),
tissue elastance (H) and hysteresivity (n). The lungs were removed for histological analysis and
quantification of proteins after the test. The results of respiratory mechanics showed that the
baseline and after nebulization with saline the parameters R, G and n showed no differences
between groups when compared with the control group, but the H in group emphysema 0.6U
was lower . After challenge with MCh 100mg/mL Rg, was attenuated in animals with
emphysema 0.3U. The G increased in animals with emphysema 0.3U. The H in animals with
emphysema 0.6 U decreased. The n after misting of MCh 50 and 100mg/mL increased in
animals instilled with PPE 0.3 and 0.6U. In the morphological analysis the group treated with
PPE 0.6U increased areas of alveolar collapse, alveolar number of hyperinflation was higher in
groups emphysema 0.3 and 0.6U, linear mean intercept increased in both groups treated with
PPE and reduced number of normal alveoli in both groups emphysema when compared with
the control group. The protein quantification showed decrease of elastin in the group 0.6 U and
increased collagen type III in the groups treated with PPE. Our results show that animals with
elastase-induced emphysema 0.3U have attenuation of bronchial hyperresponsiveness during
inhalation of MCh (100mg/mL), suggesting that loss of integrity of the epithelial lung tissue

and tissue remodeling increased the heterogeneity of lungs.

Keywords: Porcine pancreatic elastase. Pulmonary emphysema. Airway resistance. Elastin.

Collagen III.
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1 INTRODUCAO

A doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ¢ caracterizada pela obstrucao
persistente e progressiva ao fluxo aéreo das vias respiratérias (GOLD, 2011). A limita¢do ao
fluxo aéreo pode ser associada a uma resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a particulas
e/ou a gases irritantes (INOUE et al., 2010a). A DPOC ¢ constituida pela bronquite cronica e o
enfisema pulmonar (GOLD, 2011). A bronquite cronica ¢ clinicamente caracterizada com tosse
produtiva e expectoragdo mucosa ou mucopurulenta por no minimo trés meses em dois anos
consecutivos na auséncia de outras causas (MANNINO, 2002). O enfisema pulmonar ¢
caracterizado por aumento anormal dos acinos pulmonares (unidade anatdémica referente a
por¢ao pulmonar distal aos bronquiolos terminais) devido a destrui¢cdo das paredes alveolares
com consequente perda da capacidade do recolhimento eldstico pulmonar (WEST, 2010;
COSIO et al., 1978; COLEBATCH; FINUCANE, SMITH, 1973; PENMAN; O’'NEILL;
BEGLEY, 1970).

A DPOC destaca-se como uma das maiores causas de morbidez e mortalidade em
adultos e idosos em todo o mundo sendo considerado importante problema de satde publica
(CELLLI, et al., 2003; PAUWELS et., 2001; WATSON et al., 1997).

A principal causa da DPOC ¢ o tabagismo, sendo responsavel por cerca de 75% dos
casos (MENEZES et al., 2005). A DPOC pode ser descrita como um conjunto de alteragdes
patoldgicas, desde a inflamagdo cronica até a destrui¢ao do tecido pulmonar (GRONEBERG,
CHUN, 2004). A exposic¢ao cronica a fumaga do cigarro induz a invasao de células inflamatorias
dentro das vias aéreas, que por sua vez, liberam enorme quantidade de proteases, causando o
desequilibrio protease — antiprotease, com destruicdo do tecido pulmonar (AOSHIBA;
YOKOHORI; NAGALI 2003). Este aumento da atividade proteolitica pode ser consequéncia da
inflamacado (liberacdo de enzimas proteoliticas por células inflamatérias como neutréfilos e
macrofagos) ou devido a fatores genéticos (deficiéncia de a-1 antitripsina) (DEMEDTS et al.,
2006). A apoptose celular ¢ também um mecanismo relacionado a destrui¢do das estruturas
pulmonares vista no enfisema (AOSHIBA; YOKOHORI; NAGAI, 2003; KASAHARA et al.,
2000; SHAPIRO, 2000;). Estudos tém mostrado aumento no nimero de células apoptoticas
epiteliais e endoteliais nos pulmdes com enfisema (DEMEDTS et al., 2006; KASAHARA et
al.,, 2001; SEGURA-VALDEZ et al., 2000). Além disso, o estresse oxidativo ¢ outro fator
envolvido na patogénese do enfisema, que resulta em prejuizos aos lipideos, as proteinas e ao

material genético (DNA) (DEMEDTS et al., 2006; BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003;
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MACNEE, 2001; HENRICKS; NIJKAMP, 2001; REPINE; BAST; LANKHORST, 1997). Tais
fatos amplificam a resposta inflamatdria, conduzindo a uma lesdo e um processo cicatricial.
Essa inflamac¢do que atinge desde a via aérea até o parénquima pulmonar, permite por muitas
vezes que estas estruturas estejam sujeitas ao remodelamento (ALMEIDA, 2001). A
inflamacao aguda, cronica e o remodelamento das vias aéreas sdo fatores que estdo associados
aos mecanismos de hiper-responsividade bronquica (HRB) (MARTIN; DUGUET;
EIDELMAN, 2000; BOULET et al., 1997; CHETTA et al., 1996). A fumaca do cigarro ¢
considerada um fator primario para desencadear uma resposta contratil exacerbada no musculo
liso das vias aéreas, pois alguns produtos quimicos e poluentes gerados pela fumaga afetam
diretamente a contragdo muscular (CHIBA et., 2005). O enfisema pulmonar causa alteragdes
nas propriedades mecanicas do pulmao e até 0 momento nao ha medicamentos especificos para
o tratamento da DPOC (SUKI et al., 2005; GRONEBERG; CHUN, 2004).

O enfisema ¢ um estado patologico de milhdes de pessoas em todo o mundo. Nessas
condi¢des, pouca atencdo ¢ dada as vias aéreas e ao seu comportamento frente a um agente
constrictor. Neste contexto, averiguar a responsividade das vias aéreas e sua relacdo com a

DPOC torna-se relevante para o melhor entendimento da fisiopatologia desta doenga.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apos uma breve exposi¢ao sobre DPOC, segue informagdes mais detalhadas existentes

na literatura sobre o tema.

2.1 DEFINICAO E CLASSIFICACAO DO ENFISEMA PULMONAR

O enfisema pulmonar pode ser definido como um alargamento anormal e permanente
dos espagos aéreos distais aos bronquiolos terminais, acompanhado da destruigcdo das paredes
alveolares, sem fibrose evidente e destrui¢do da matriz extracelular (MEC), resultando na
destruicdo da estrutura acinar e consequente reducdo da area disponivel para a troca gasosa
(Fig. 1) (INOUE et al., 2010b; KEMP, 2009). A perda de tecido elastico conduz a um colapso
das pequenas vias aéreas, levando a limitagcdo do fluxo de ar e o aprisionamento de gas, que ¢
muitas vezes uma caracteristica proeminente da doenga (KEMP, 2009). A limita¢do do fluxo de
ar ¢ causada pelo aumento da resisténcia das pequenas vias aéreas de conducdo e pela
diminuicdo das forgas de recuo elastico do pulmao devido a destrui¢cao do parénquima pulmonar
(BRUSSELLE et al., 2006).

As alteragdes na anatomia pulmonar decorrentes do enfisema caracterizam-no indicando
a etiologia e o comportamento fisiopatologico (FUSCO et al., 2002). A classificagao fisioldgica
utiliza medigdes espirométricas de acordo com a gravidade da doenga, o parametro utilizado ¢
o volume expiratorio for¢ado no primeiro segundo (VEF1) e a relacdo desse volume com a
capacidade vital for¢cada (CVF) (VEF1/CVF) (PAUWELS et al., 2001).

O enfisema pulmonar pode ser classificado como: centroacinar ou centrolobular e
panacinar ou panlobular (Fig. 2). A maioria dos pacientes que t€ém enfisema relacionado ao
tabagismo tende a ter caracteristicas de ambas as formas (KELLER, 2003). O enfisema
centrolobular apresenta destrui¢do focal de bronquiolos respiratorios com alargamento da
primeira a segunda ordem de bronquiolos respiratorios, com predominio em zonas apicais €
esta frequentemente associado com o tabagismo (KELLER, 2003; SNIDER, 2000; KIM et al.,
1991). No enfisema panacinar h4 destruicdo uniforme dos espagos aéreos respiratorios além
dos bronquiolos respiratério e normalmente ¢ encontrado em pacientes portadores de

deficiéncia de a-1 antitripsina (KELLER, 2003; SNIDER; LUCEY; STONE, 1986). Os dois
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tipos de enfisema podem ser encontrados em pacientes com DPOC. Cerca de metade dos
pacientes apresentam ambas as formas e aproximadamente 25% apresentam apenas uma das

formas de enfisema pulmonar (SNIDER, 2000).

Figura 1- Aparéncia de cortes de um pulmao normal e enfisematoso.
A) Pulmio normal;
B) Pulmio enfisematoso.

Fonte: HEARD, 1969.

NORMAL CENTROACINOSO PANACINOSO

BT BR BT BR

Figura 2 — Classificag@o do enfisema pulmonar: centroacinoso e panacinoso
Fonte: WEST, 2010.

2.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA DPOC

A DPOC estd diretamente relacionada com uma significativa taxa de morbidez,

mortalidade e incapacitagdo permanente em todo o mundo, representando um grande 6nus
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economico e social (CAZZOLA; DONNER; HANANIA, 2007; PAUWELS; RABE, 2004).

Estimativas revelam que a prevaléncia mundial da DPOC, em adultos acima de 40 anos
de idade, ¢ cerca de 9-10%, sendo maior em homens do que mulheres (LUTHIJE et al., 2009;
HALBERT et al., 2006). O indice de morte de mulheres com DPOC vem aumentando a cada
dia, refletindo a tendéncia mundial do aumento do tabagismo entre as mulheres (GOLD, 2011).
Esta prevaléncia aumenta com a idade, acompanhando a perda funcional pulmonar. Estima-se
que haja no mundo 210 milhdes de pacientes com esse diagndstico (BOUSQUET, 2010). A
heterogeneidade da DPOC e o fato de pacientes estarem expostos aos mesmos fatores de risco
e apenas uma parte deles desenvolverem a doenga, estdo associados com fatores como: género,
etnia, raca e fatores genéticos (MENEZES et al., 2005).

O tabagismo ¢ o fator de risco mais importante para o desenvolvimento da DPOC. Em
muitos paises, a poluicdo do ar devido a queima de biomassa (carvao, lenha, entre outros
combustiveis) tem sido identificada como importante fator de risco (RABE et al., 2007).

Atualmente a DPOC ¢ a terceira causa de morte em todo o mundo (GOLD, 2011). De
acordo com o Ministério da Satde no Brasil,a DPOC ¢ a terceira causa de morte entre as doengas
cronicas, representando, atualmente, quase 40.000 6bitos anuais. Ao contrario de diversas
doengas cronicas que estdo em declinio, a progressao da DPOC ¢ alarmante, exibindo numeros
mundialmente crescentes, tornando-se uma prioridade na salide mundial (CAZZOLA;

DONNER; HANANIA, 2007; PAUWELS et al., 2001).

2.3 PATOGENESE DA DPOC

A patogénese da DPOC engloba uma série de processos lesivos, que levam a alteragdes
fisiologicas, incluindo resposta inflamatoria anormal dos pulmdes a particulas e gases inalados,
apoptose, destruicao da MEC pelo desequilibrio protease/antiprotease e oxidante/antioxidante.

A teoria fisiopatologica dominante que explica a destrui¢do pulmonar ¢ descrita desde
1960 cuja hipotese para a patogénese da DPOC ¢ o desequilibrio protease - antiprotease. O
aumento da atividade proteolitica pode ser consequéncia da inflamagao (liberacao de enzimas
proteoliticas por células inflamatdérias como neutrofilos e macréfagos) ou devido a fatores
genéticos (deficiéncia de a-1 antitripsina) (DEMEDTS et al., 2006). As antiproteases, ou seja,
os inibidores de proteinases envolvidos na DPOC sdo a al-antitripsina, a2-macroglobulina, que

inibem as leucoproteases e as metaloproteinases (TIMP1 e TIMP2). A exposicao a fumaga do
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cigarro potencializa a lesdo pulmonar, reduzindo a atividade destas moléculas como
antiprotease em aproximadamente 2000 vezes, sendo um importante fator no desenvolvimento
do enfisema pulmonar (CAMELIER et al., 2008).

O entendimento da DPOC como uma doenca inflamatoria estd bem definido. A fumaca
do cigarro e a inalagdo de gases nocivos levam ao dano pulmonar. No tabagista as células
inflamatérias como leucdcitos e macrofagos migram em grande quantidade para os pulmoes,
sendo ativados e gerando uma reagdo inflamatéria que, ao longo dos anos, apresentam
consequéncias na estrutura e funcao pulmonar (RUFINO; COSTA, 2013). As células
inflamatorias que sdo recrutadas na DPOC liberam substancias como elastase, colagenases e
produtos oxidantes que atuam modificando os componentes da MEC (HOGG; SENIOR, 2002).
Os neutroéfilos sdo abundantes no sangue, mas praticamente ausentes nos tecidos pulmonares
em pessoas saudaveis. Em uma reagao inflamatoria sao produzidos varios fatores quimiotaxicos
para estas células, que rapidamente migram para o sitio de inflamagao, onde exercem funcao
fagocitaria e liberam substancias lesivas aos tecidos, desempenhando papel central na
fisiopatologia do enfisema (RUFINO; SILVA, 2006; BARNES, 2003; WAGNER; ROTH,
2000; DALLEGRI, 1997). No tecido pulmonar de fumantes hd indicios de que possa ter
retengdo neutrofilica nos pulmdes (MACNEE et al., 1989). Os macrofagos apresentam
importante funcdo no desenvolvimento da DPOC, encontrando-se em maior niimero no
parénquima pulmonar, principalmente nos espagos alveolares. Individuos com enfisema
apresentam um aumento cerca de 25 vezes no numero de macréfagos comparado com fumantes
que ndo apresentam enfisema (RETAMALES et al., 2001).

Células epiteliais também podem ser uma importante fonte de mediadores inflamatérios
e proteases na DPOC. Quando ativadas pela fumaga do cigarro produzem mediadores
inflamatorios incluindo TNF-a, IL-1p, IL-8 (FLOREANI et al., 2003; HELLERMANN et al.,
2002; MIO et al., 1997).

Um novo conceito na patogénese do enfisema € a apoptose. Estudos propdem que a
destruicao alveolar presente em pacientes com enfisema pode ser causada por um processo
acelerado de apoptose das células epiteliais e endoteliais induzido principalmente pelos
linfocitos T CD8" (MAJO; GHEZZO; COSIO, 2001; KASAHARA, et al., 2000). A apoptose
endotelial e alveolar ¢ um mecanismo importante que ajuda explicar a perda das estruturas
alveolares vista no enfisema. Existe um aumento da apoptose de células endoteliais e epiteliais
em pacientes com DPOC (AOSHIBA; YOKOHORI; NAGALI 2003; KASAHARA et al., 2000;
SHAPIRO, 2000).

O estresse oxidativo também pode ser importante em diversos aspectos patologicos da
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DPOC, uma vez que pode amplificar as respostas inflamatdrias, induzir a apoptose e prejudicar
a funcdo de protecdao das antiproteases, acelerando a degradagdo da elastina no parénquima
pulmonar (BARNES, 2003; TAGGART et al., 2000). O estresse oxidativo ¢ uma condi¢ao
biologica que ocorre devido ao desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e sua desintoxicagdo através de sistemas biologicos. E causado por radicais livres de
oxigénio, peroxidos e peroxinitritos que agindo sobre proteinas e lipidios, bases nitrogenadas
do DNA, enzimas e componentes extracelulares, causam danos no parénquima e/ou nas vias
aéreas (PINTO, 2008). A fumaca contém altas concentragdes de ROS e tem efeito oxidativo
(MACNEE, 2001; AMADORI, 1995; PRYOR, 1993). O aumento dos niveis de ROS em vias
aéreas e pulmdes perturbam o equilibrio entre oxidantes e antioxidantes resultando em estresse
oxidativo (BOWLER, 2002). Estudos revelam um aumento dos niveis de indicadores de
estresse oxidativo em condensado de ar exalado em pacientes com DPOC (KOSTIKAS et al.,
2003; PAREDI; KHARITONOV; BARNES, 2002; KHARITONOV; BARNES, 2002).

A teoria da ativagdo imunoldgica veio para desvendar o porqué dos pacientes que
pararam de fumar ainda desenvolverem DPOC (TAM; SIN, 2012). A fumaca de cigarro e outros
gases nocivos provocam uma resposta imune que leva ao dano pulmonar. A hipétese foi de que
a DPOC, devido a degradagdo da MEC, mais especificamente da elastina desencadearia uma
producdo de autoanticorpos contra as fibras elasticas e este aumento de autoanticorpo
antielastina foi identificado (LEE et al., 2007).

A fumaca de cigarro e outros gases nocivos provocam uma resposta imune inata que
leva ao dano pulmonar, sendo recrutadas para o local da agressdo células do sistema
imunologico, incluindo macrofagos e neutréfilos, e nesse processo citocinas pro - inflamatorias
sao liberadas, com um possivel estimulo a produgdo de “novos antigenos”, o que explica a
progressio da doenga mesmo apos a cessagio do tabagismo (ANDREJAK, et al., 2013).

Existe aumento no ntimero de linfocitos T no parénquima pulmonar de pacientes com
DPOC, com um grande aumento de células CD8+ e CD4+ (RETAMALES et al., 2001; MAJO;
GHEZZO; COSIO, 2001; SAETTA et al, 1999; O’SHAUGHNESSY et al, 1997;
FINKELSTEIN et al., 1995). H4 uma correlagdo entre o nimero de células T e a quantidade de
destruicdo alveolar (BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003). Alguns autores destacam o
aumento da concentracdo de CD8+ nos pulmdes de pacientes com DPOC fumantes em relagao
a ndo fumantes (SAETTA et al., 1998; O’'SHAUGHNESSY et al., 1997). Outros, também
relatam maior populagdo de células CD8+ no sangue periférico, em pacientes com DPOC.
Porém, o mecanismo pelo qual as células CD8+ e, em menor extensdo CD4+ acumulam-se nos

pulmdes ainda ndo ¢ compreendido. E possivel que possuam resposta imunoldgica e
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desempenhem um papel na perpetuagdo do processo inflamatério (RUFINO; SILVA, 2006;
JONG et al.,, 1997). As células dendriticas que sdo células imunes responsadveis pela
identificacdo e captura do agente agressor podem ser elemento chave na patogénese da DPOC,
pois ativam uma variedade de células imunes e inflamatodrias podendo exercer importante papel
na resposta pulmonar a fumaga do cigarro e a outros agentes inalatdrios nocivos

(BANCHEREAU et al., 2000).

2.4 MODELOS EXERIMENTAIS DE ENFISEMA PULMONAR

Os animais tém sido muito utilizados em modelos experimentais (SLAUSON; HAHN,
1980), permitindo a observagdo da evolug¢do de doengas pulmonares. O grande conhecimento
da biologia de animais experimentais possibilitou a compreensdo de diversos aspectos
fisiopatologicos e até mesmo de mecanismos envolvidos na génese do enfisema pulmonar,
possibilitando assim o entendimento de mecanismos celulares e moleculares envolvidos e
auxiliando nas estratégias terap€uticas visando beneficiar a qualidade de vida, o tratamento e a
preven¢dao da DPOC (GRONEBERG; CHUNG, 2004; PAIGEN, 1995).

Os modelos experimentais com camundongos para estudar a DPOC parecem ser
particularmente Uteis, pois permitem estudos dos mecanismos de desenvolvimento da doenca
(BISELLI, 2008). Existem diversos modelos experimentais para simular a DPOC, sendo os trés
principais: a instilagao intratraqueal ou inalacdo (aerossol) de enzimas proteoliticas, exposicao
a fumaca de cigarro e linhagens de camundongos geneticamente modificados (BARTALESI et
al., 2005; GUERASSIMOV et al., 2004; SHAPIRO, 2000; LAURELL; ERIKSSON, 1963).

A instilacdo ou inalagdo de protease leva a um desequilibrio entre protease e antiprotease
(LAURELL; ERIKSSON, 1963). A instilacdo intratraqueal de protease induz o enfisema em
animais experimentais e procura mimetizar o enfisema ocorrido em humanos (GROSS et al,
1965). As proteases exercem papel essencial no desenvolvimento do enfisema pulmonar, este
desequilibrio pode ocorrer tanto por uma liberacdo excessiva de proteases por células
inflamatoérias e células residentes no pulmao, ou por uma redugdo na sintese ou aumento da
quebra de antiproteases (LAURELL; ERIKSSON, 1963).

A maior parte dos estudos utiliza a elastase pancreatica de porco (PPE) e a elastase de
neutrofilos humanos (JANOFF, 1985; JANOFF et al., 1979; LIEBERMAN et al., 1976). O

enfisema induzido por PPE tem baixo custo, uma vez que uma unica instilacdo pode resultar
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caracteristicas compativeis com o enfisema humano (SNIDER, 1992; SNIDER et al. 1986). O
mais consistente e impressionante alargamento do espaco aéreo foi realizado pela instilagao
intratraqueal de PPE (VALENTINE et al, 1983). Este modelo ¢ facil de ser reproduzido e o
desenvolvimento do enfisema ¢ rapido, cerca de 20 dias observa-se lesdo seguido por mudancas
morfoldgicas, comprometimento da fungdo pulmonar e remodelamento do parénquima
pulmonar, o que o torna relevante principalmente para estudar as alteragcdes provocadas nas
fibras do parénquima pulmonar (MAO et al., 2002; TEPPER et al., 2000; SNIDER, LUCEY;
STONE, 1986; JANOFF, 1985; JANOFF et al., 1979). Hantos et al., (2008) relataram que o
tratamento com PPE em camundongos produz injurias pulmonares equivalente ao enfisema
encontrado em humanos que fumam ha cerca de 5 anos. Além disso, o dano pulmonar causado
pela instilagdo de elastase ¢ homogeneamente distribuido, enquanto que as particulas de cigarro
permanecem na arvore bronquica até que sdo lentamente entregue aos alvéolos (ANTUNES;
ROCCO, 2011). Porém vale ressaltar que ¢ dificil extrapolar as conclusdes sobre os efeitos
agudos da instilacdo de elastase para o aparecimento de doengas cronicas que sdo lentas e
progressivas em seres humanos (BRUSSELLE et al., 2006).

A inalag¢do de fumaca de cigarro parece ser o mais fiel na retratacdo das alteragdes
progressivas da fun¢do pulmonar, porém ndo ha uma padronizacao desse modelo de inducdo ao
enfisema. Existem variacdes de laboratorio para laboratério principalmente quanto ao sistema
e metodologia de exposi¢do a fumaca de cigarro e tipos de cigarros utilizados. Esse modelo
requer longo e cuidadoso tempo de exposi¢do a fumaca do cigarro (WRIGHT; COSIO;
CHURG, 2008). Além da inalagdo da fumaca de cigarro, outros modelos eficazes no
desenvolvimento de DPOC tém sido usados como a exposi¢ao a diferentes gases como SO»,
NO», material particulado e gases oxidantes (BISELLI, 2008; WRIGHT; COSIO; CHURG,
2008).

Os animais geneticamente modificados sdo linhagens de camundongos com mutagdes
genéticas que possuem deficiéncia de a-1 antitripsina e consequentemente enfisema pulmonar
espontaneo sem estimulos externos (SHAPIRO, 2000). Existem limita¢des para o uso de
modelos experimentais destes animais, uma vez que nao sdo modelos espontaneos da doenca e
ndo mimetizam por inteiro o fendtipo da doenca, o gene de interesse também ¢ expresso durante
o desenvolvimento de outros 6rgados levando a alteracdes de varios sistemas, o que faz com que
seja impossivel separar as anormalidades restritas a patologia pulmonar (GRONEBERG;

CHUNG, 2004; SHAPIRO, 2000).
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2.5 MECANICA RESPIRATORIA

As propriedades mecanicas do tecido pulmonar sdo fatores determinantes para que sua
principal funcdo seja realizada, a troca gasosa. Para que ocorra a adequada circulagdo dos gases
pelas vias aéreas, os musculos respiratorios atuam produzindo alteragcdes volumétricas no
pulmao. As forgas elasticas e dissipativas que atuam simultaneamente no 6rgao, como as forgas
presentes nas fibras elasticas e nas fibras coldgenas sdo importantes no comportamento de toda
a mecanica do sistema respiratério (FAFFE; ZIN, 2009; BATES, 2009).

A avaliagdo da mecanica respiratéria engloba todos os aspectos pertinentes aos
processos mecanicos realizados durante a respiracdo (MORIYA, 2003). Existe uma variedade
de sinais pertencentes a mecanica pulmonar que podem ser mensuradas, as mais comumente
usadas sdo: fluxo e pressao. O fluxo ¢ determinado como entrada do sistema e a pressao como
saida (BATES, 2009). Dessa forma, a medida da mecanica respiratoria € obtida oscilando-se
um fluxo conhecido nos pulmoes através da traquéia, medindo-se a pressdo resultante gerada
na traquéia e relacionando os dois, em termos de resisténcia e elastancia dos tecidos (MORIYA,
2003).

A técnica de oscilagdes forgadas permite gerar oscilagdes de pressao que sdo aplicadas
ao sistema respiratorio por um dispositivo externo e as oscilagdes resultantes de fluxo,
relacionadas com as oscilagdes de pressdo correspondentes, permitem a estimativa de
impedancia do sistema respiratorio (MORIYA; MORAES; BATES, 2003). De forma simplista
a impedancia do sistema respiratorio tem origem, principalmente, nas forcas resistivas, elasticas
e inertivas que se opdem aos movimentos inspiratorios e expiratorios e, ¢ dada pela relagdao
entre a perturbacdo de volume aplicada na traquéia e a pressdo medida no mesmo local
(CAMPOS, 2011). O chamado modelo de fase constante tem sido utilizado para modelar a
impedancia do sistema respiratdrio a partir de dados obtidos em baixa frequéncia, uma vez que
tem provado ser superior aos modelos utilizados no dominio do tempo (NUCCI, COBELLI,
2001). Neste modelo de fase constante, a impedancia do sistema respiratdrio ¢ modelada
separando o componente via aérea de outros tecidos (MORIYA, 2003). Os dados obtidos da
mecanica respiratoria no presente estudo foram a partir de calculos da impedancia, e sdo eles:

resisténcia de via aérea (Raw), resisténcia tecidual (G), elastancia tecidual (H) e histeresividade

().
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2.6 RESPONSIVIDADE BRONQUICA: RECEPTOR MUSCARINICO

Um dos mecanismos de controle da concentragao de calcio na musculatura lisa das vias
aéreas ¢ neural e desempenhado pelo sistema nervo autdnomo simpatico e parassimpatico, que
desempenham efeitos opostos sobre o diametro dessas vias de conducao (BAI; SANDERSON,
2006). A contragao do musculo liso das vias aéreas pode ser gerada pela secrecao de acetilcolina
(ACh) devido a ativagdo das fibras parassimpaticas presentes no parénquima pulmonar
(GUYTON; HALL, 1997). A broncodilatagdo ¢ causada pela estimulagdo de receptores
adrenérgicos, os receptores > relaxam a musculatura lisa dos bronquios (WEST, 2010). No
presente estudo foi focada a contracdao das vias aéreas e adiante sera enfatizado os receptores
colinérgicos.

A sensibilidade da via aérea aos mecanismos que regem a sua contragdo ¢ chamado de
responsividade. O termo responsividade das vias aéreas descreve a facilidade que as vias aéreas
se estreitam quando expostas a estimulos provocativos (STERK, 1996). Compreende dois
mecanismos: a hiper-reatividade e a hipersensibilidade (CHINN, 1998; STERK, 1996). A hiper-
reatividade esta relacionada com o aumento da broncoconstricgdo em resposta ao estimulo e a
hipersensibilidade ¢ relacionada com a diminuicao na quantidade do estimulo necessario para
provocar o nivel de broncoconstriccao desejado (Fig. 3). A hiper-responsividade bronquica
(HRB) pode ser explicada como um aumento na facilidade e grau de estiramento das vias aéreas
em resposta a estimulos broncoconstrictores podendo ser devida a hiper-reatividade e/ou a
hipersensibilidade (RUBIN, et al., 2002).

Diversos mecanismos podem estar relacionados com a HRB, entre eles: contratura
excessiva da musculatura lisa das vias aéreas, espessura e integridade da camada epitelial,
alteracdes mecanicas dos bronquios, alteracdes no conteudo e no equilibrio das proteinas da
MEC e ainda regulacao autondmica exacerbada (BENTO; HERSHENSON, 1998; STERK,
1993). Muitos estudos tém sugerido que além da inflamacao o remodelamento contribui de
maneira significativa para o desenvolvimento da HRB (HIZUME, 2010).

A musculatura lisa exerce papel crucial na regulagdo da contratilidade e tonus das vias
aéreas (AMRANI, PANETTIERI, 2003). Essa musculatura apresenta um estado contratil basal
permanente que ¢ resultado da constante estimulacdo colinérgica (JUDE et al., 2008;

BOOTMAN et al., 2001; HOROWITZ et al., 1996; ALLEN; WALSH; 1994).
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| Responsividade

Bronquica
- - - ‘ - - g
Hiper-reatividade Hipersensibilidade
Aumento da |_ Diminuicio da
| broncoconstriccéo quantidade de
em resposta ao estimulo = resposta
estimulo exacerbada

Figura 3 — Representacdo esquematica da responsividade bronquica.
Fonte: Da autora.

A resposta contratil do musculo liso das vias aéreas pode ocorrer através da ativagao de
receptores especificos encontrados na superficie celular (SAETTA et al., 1999; PETAK, et al.,
1997). O mecanismo classico para provocar a HRB ¢ a estimulacdao de agonistas muscarinicos
(CHEN, et al., 2011). Os receptores muscarinicos sdo do tipo serpentiforme que transpassam a
membrana sete vezes e pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G (GOSENS;
ROSCIONI; DEKKERS, 2008). Existem cinco subtipos de receptores muscarinicos (M1-M5)
dos quais trés exercem efeitos fisioldgicos nas vias aéreas (M1, M2 e M3). A parede alveolar
contém receptores M1 e no musculo liso das vias aéreas estdo presentes os M2 e M3, no qual
sua funcdo primordial ¢ atuar nos mecanismos de contracdo das vias aéreas (GOSENS;
ROSCIONI; DEKKERS, 2008; COULSON; FRYER, 2003). Os receptores M3 estdo
localizados na musculatura lisa das avias aéreas, no epitélio das glandulas submucosas e em
células inflamatdrias, induzem intensa broncoconstric¢do ao interagir com a ACh. A ativagao
do nervo vago libera ACh que se liga aos receptores muscarinicos do tipo M3 localizados nas
células musculares e causam a contragdo do musculo liso (ROFFEL et al., 1988). De outro
modo, a ACh também interage com os receptores muscarinicos do tipo M2 localizados nos
nervos colinérgicos pos-ganglionares € a ativagao destes receptores tem acgao inibitdria sobre a
liberagdo de ACh que diminui assim a broncoconstriccio (MEURS et al., 2013; FRYER;
JACOBY, 1998).

O método mais utilizado para avaliagio da responsividade ¢ o teste de
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broncoprovocacao, ndo apenas na pratica clinica, mas também em pesquisas (MYERS et al.,
1981). O teste de broncoprovocagdo se baseia no fato de que a musculatura lisa bronquica,
quando exposta a substancias colinérgicas, reage com aumento do ténus, isto €, com
broncoconstric¢ao (RUBIN et al, 2002). A medida da responsividade ¢ realizada pela inalagao
de agentes farmacoldgicos, com efeitos contrateis sobre a musculatura de vias aéreas, e a reagao
¢ do tipo dose — dependente (RYAN et al., 1981). Os farmacos mais comumente utilizados para
realizagdo dos testes sdo: metacolina (MCh), carbacol (CCh) e histamina (RUBIN et al., 2002).
A MCh (acetil-B-metilcolina) ¢ um farmaco colinérgico que leva a constric¢ao por estimulagao
de receptores muscarinicos M3 da musculatura lisa bronquica (PELLEGRINO et al., 1998). A
MCh difere da ACh basicamente por sua acdo mais prolongada e seletiva. A acao desse farmaco

¢ mais prolongada porque o acréscimo do grupo metila aumenta sua resisténcia a hidrélise pelas

colinesterases (BROWN; TAYLOR, 2010).

2.7 REMODELAMENTO PULMONAR

A MEC tem um papel importante na manutencao da estrutura e fung¢do das vias aéreas.
As proteinas da MEC estdo envolvidas na interagdo célula-célula, célula substrato de adesao,
recebendo e emitindo sinais moleculares, controlando a arquitetura tissular, orquestrando a
adesdo, a migracao, a proliferagdo e a diferenciacdo celular (PARAMESWARAN et al., 2006;
JOHNSON et al., 2001). A composi¢ao da MEC envolve processos dindmicos de produgao e
degradacao de proteinas da matriz. As fibras colagenas e elasticas, os proteoglicanos e as
glicoproteinas sdo as principais proteinas da MEC (JAMES, 2005).

O epitélio alveolar apods a lesdo inicia um processo de remodelamento, porém esse
mecanismo ainda ndo ¢ completamente conhecido (NAKAMURA et al., 1995). O reparo
tecidual tem o objetivo principal de restaurar a barreira alvéolo-capilar (THOMAS, 2007;
NAKAMURA et al., 1995). O tabagismo pode piorar o0 mecanismo de reparo pulmonar o que
mais uma vez contribui para a perpetuagao da destruicdo pulmonar (NAKAMURA et al., 1995).

Apos a lesdo das células epiteliais ocorre a migragao, proliferacao e diferencia¢do das
células epiteliais da matriz do septo intersticial, este € um evento dindmico, que envolve
alteracdes no sistema de fibras elasticas e colageno (VOSWINCKEL, et al., 2004; BROWN;
RANNELS; RANNELS, 2001; KASPER; HAROSKE, 1996; KALLENBERG et al., 1987;
KAWANAMI; FERRANS; CRYSTAL, 1982). Os principais componentes da MEC que
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participam do remodelamento pulmonar sdo as fibras elésticas e as fibras coldgenas (KIELTY
et al., 2002).

As fibras elésticas t€ém como principal componente a elastina que ¢ uma glicoproteina
estrutural, formada pela tropoelastina (MARIANI et al., 1995). O desenvolvimento da
elastogénese se da através de trés estagios graduais e sucessivos: fibras oxitalanicas (formadas
exclusivamente por microfibrilas e sem elastina), elauninicas (formadas por grande quantidade
de microfibrilas e pouca elastina) e fibras elasticas maduras (formadas por grande quantidade
de elastina e poucas microfibrilas). Assim, a propriedade da fibra ¢ relatada pela sua grande
quantidade de elastina, sendo que as fibras oxitalanicas e elauninicas, sem ou com pouca
elastina, dariam resisténcia a tensdo mecanica, o que representa ser um elemento capaz de
sustentar as variagoes de distensdo a que se submetem, garantindo assim sua integridade. Ja as
fibras elasticas maduras, as quais possuem grande quantidade de elastina, representariam o
elemento responsavel pela distensibilidade reversivel do tecido conectivo, sendo capaz de
aumentar até uma vez € meia o0 seu comprimento e retornarem ao seu comprimento inicial,
regulando a poténcia das vias aéreas e o recolhimento elastico pulmonar (PANIAGUA et al.,
1983). A elastina é frequentemente apontada como responsavel pela elasticidade pulmonar durante
a respiracdo em volume corrente (SUKI et al., 2005). Ap6s um aumento da destrui¢ao da elastina,
observa-se um incremento na sua sintese. No entanto, esta sintese ocorre de forma desordenada,
trazendo consequéncias deletérias as propriedades mecanicas do pulmao, favorecendo o seu
colapso (NAKAMURA et al., 1995).

As fibras coldgenas tém como principal componente o coldgeno, que ¢ uma
glicoproteina estrutural, com peso molecular de 290 kDa, composto pelos aminoacidos glicina
(33,5%), prolina (12%) e hidroxiprolina (10%) formando trés cadeias polipeptidicas enroladas
entre si configurando uma estrutura de tripla hélice. E formado por fibrilas e microfibrilas que
originam as fibras com didmetros variados e presentes sob a forma de uma rede delicadamente
trancada ou de feixes espessos (GELSE, POSCHL; AIGNER, 2003). As fibras coldgenas
encontram-se distribuidas no intersticio septal e no intersticio periaventicial, sendo sintetizadas
por fibroblastos, miofibroblastos e células musculares. A fungao principal dessas fibras ¢ manter
a forca de tensdo, que impede a distensdo exagerada do parénquima pulmonar, durante os
movimentos respiratorios (FELICIO; PARRA; CAPELLOZZI, 2007; ROZIN, et al., 2005;
TOZZI et al., 1994; MERCER, CRAPO, 1990). No pulmao j& foram identificados mais de 20
tipos diferentes de colagenos (SUKI et al., 2005). Entre os varios tipos de coldgenos, os tipos |
e Il sdo os mais abundantes e com distribuicao difusa no tecido pulmonar. O coldgeno tipo I ¢

produzido pelos fibroblastos e o colageno tipo III ¢ produzido pelas células do musculo liso e
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células reticulares (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000). Em condi¢fes patologicas o
recrutamento, a proliferacdo de células inflamatorias, células endoteliais, fibroblastos e de
outras cé€lulas, sdo capazes de sintetizar colageno, levando a deposi¢ao da MEC e consequente
remodelamento do parénquima pulmonar (VOSWINCKEL, et al., 2004; BROWN; RANNELS;
RANNELS, 2001; KASPER; HAROSKE, 1996; KALLENBERG et al., 1987, KAWANAMI,
FERRANS; CRYSTAL, 1982).

A integridade da matriz colageno - elastina determina suas propriedades elasticas, de forma
que a destruicdo do parénquima que ocorre em algumas doencas € acompanhada por alteragdes na
composicao e distribuicao das fibras elésticas e de coladgeno. Estas alteracdes estruturais interferem
nas propriedades viscoelasticas do pulmdo avaliadas através de medidas da G e H que sdo
parametros utilizados para descrever as propriedades viscoelasticas do sistema respiratorio
(GOMES et al., 2000; BATES et al., 1989).
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3 OBJETIVOS

Diante das exposi¢des apresentadas nosso estudo apresentou como objetivos:

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo ¢ avaliar a responsividade das vias aéreas em
camundongos Swiss através da avaliagdo da mecanica respiratdria usando um modelo de

enfisema induzido por PPE.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos foram elaborados com o intuito de responder se a mecanica respiratoria,
especificamente a resisténcia das vias aéreas, de camundongos enfisematosos modifica-se apos
o desafio com MCh quando comparado a animais controle. Para isso foram propostos os
seguintes objetivos:

1- Avaliar a responsividade das vias aéreas ap6s nebulizagao com solugdo salina, MCh
50 e 100mg/mL através da mecanica respiratoria avaliando os parametros R.w, G, H e n de
animais controle e induzidos ao enfisema por PPE 0,3 e 0,6U;

2- Avaliar a morfometria do tecido pulmonar de animais controle e induzidos ao
enfisema por PPE 0,3 e 0,6U;

3- Quantificar as proteinas elastina e colageno tipo III do tecido pulmonar em animais

controle e induzidos ao enfisema 0,3 € 0,6U.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Ciéncias Fisiologicas da

Universidade Federal de Alfenas- UNIFAL.

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 80 camundongos Swiss machos (25-30g) oriundos do Biotério Central
da Universidade Federal de Alfenas — MG e transferidos para o laboratério de Ciéncias
Fisiolégicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas, no qual foram mantidos em gabinetes
ventilados (4lesco, Sdo Paulo, Brasil) com temperatura (cerca de 20°C) e ventilacao adequadas.
Os animais foram acomodados em caixa moradia de polietileno, nas medidas de 30x20x13cm,
na quantidade de trés animais por caixa. Durante o tempo de aclimatizacdo e experimentacao
eles receberam agua e racdo comercial peletizada a vontade e foram mantidos em ciclo claro-
escuro de 12h.

Todos os animais receberam cuidados conforme o guia preparado pelo comité de
cuidados e uso dos animais de laboratorio do Conselho Nacional de Pesquisas dos Estados
Unidos da América (U.S. Department of Health and Human Care Services, 1985). O projeto
foi aprovado pela Comissido Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alfenas —

MG (Protocolo 356/2011).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos de forma aleatoria em trés grupos: grupo salina (Sal,
controle), grupo enfisema 0,3U e grupo enfisema 0,6U. No grupo salina foi instilado via
intratraqueal o veiculo da elastase num volume de 50uL e nos grupos enfisema foram instilados
0,3U ou 0,6U de elastase pancreatica de porco (PPE) (Sigma, EUA), no mesmo volume

mencionado para o grupo salina (Fig. 4).
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Figura 4 — Representacdo esquematica dos grupos experimentais.
Fonte: Da autora

4.3 PREPARO DOS ANIMAIS

Inicialmente, os camundongos foram pesados e aqueles com peso de 25 a 30g foram
submetidos ao procedimento cirurgico descrito a seguir. Os animais foram anestesiados com
quetamina (34mg/kg) e xilazina (12mg/kg) intraperitonial (i.p.) e submetidos a cirurgia para a
abertura do Ostio anterior na traquéia e realizadas as instilagdes com as solugdes e doses
mencionadas. Detalhadamente, as instilacdes foram feitas usando-se uma seringa (Hamilton)
conectada a um cateter de polietileno (PE10) e este unido a uma agulha gengival na extremidade
distal. A agulha foi inserida na parte anterior da traqueia e o volume contido no sistema (50uL)
foi instilado. A pequena incisao foi suturada.

Os camundongos foram submetidos ao procedimento de recuperagao pds-cirurgica, no
qual permaneciam em ambiente aquecido (30°C) até apresentarem movimentos ativos. Todos
os animais foram transferidos da sala cirargica para gabinetes e mantidos durante 20 dias -
necessarios para se instalar o processo de enfisema. Decorrido este intervalo de tempo, todos
os animais foram submetidos a avaliagao da mecanica respiratdria e retirada dos pulmdes para

a histologia pulmonar e quantificacdo de proteinas.
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4.4 AVALIACAO DA MECANICA DO SISTEMA RESPIRATORIO

Os grupos instilados com Sal ¢ PPE foram novamente pesados e anestesiados com
xilazina (12mg/kg) e pentobarbital sddico (68mg/kg) i.p. para instalagdo de uma canula
traqueal. Posteriormente, os camundongos foram colocados em uma pequena mesa aquecedora
(Heat Pad, Insight, Brasil) sob foco cirirgico em decubito dorsal. Apos o posicionamento
cirtrgico, foi realizada traqueostomia para introdugao de uma canula de metal, sendo a canula
fixada a traquéia por meio de fios de algoddo. Os animais foram mantidos anestesiados,
posicionados e conectados a um ventilador mecanico (flexiVent, SCIREQ, Canada) para
camundongos (modulo 1) (Fig. 5). Este aparelho permite a manutengdo da vida em animais
sedados e curarizados e também atua na avaliagdo da mecanica respiratdria, por permitir que
perturbagdes de volumes pré-estabelecidos sejam aplicadas ao sistema respiratorio via traqueia

(SHUESSLER; BATES, 1995; BATES; ALLEN, 2006).
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Figura 5 — Diagrama do ventilador mecanico usado para coleta dos dados de mecénica respiratoria.
Fonte: SHALABY et al., 2010 adaptado.

Os animais foram ventilados com pardmetros constantes: volume corrente de 10mL/kg,
frequéncia respiratoria de 200 ciclos/minuto e pressdo positiva expiratoria final (PEEP) de
3cmH>O conectado a uma valvula expiratéria do ventilador. Posteriormente foi induzida a

paralisia muscular através de uma inje¢ao i.p. de brometo de pancurénio (0,5mL/kg).
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A mecanica respiratoria foi medida através da aplica¢do de volumes utilizando a técnica
de oscilagdes forcadas (HANTOS, et al., 1992). O ventilador mecanico manteve-se controlado
por um computador, que intercalou a ventilagdo mecanica com manobras (perturbagdes) com
pressao ¢ volumes controlados para obter medidas precisas e reprodutiveis de mecanica
respiratdria (Fig. 6). As perturbagdes utilizadas foram: Capacidade pulmonar total (TLC), que
¢ uma perturbacao de recrutamento alveolar com duragdo de 6 segundos e consiste na aplicacao
de uma rampa de volume, com pressao inicial equivalente a propria PEEP, até que se atinja a
pressao de platd de 30 cmH>O. Depois de alcancada a pressao de platd, esta ¢ mantida até o
final dos 6 segundos. A TLC ¢ utilizada antes das nebulizagdes para facilitar a difusdo da droga
e minimizar os efeitos da heterogeneidade pulmonar causada pelo uso da MCh, que causa a
variagdo de pressao alveolar em diferentes regides do pulmao (BATES; SUKI, 2008); Quick-
prime-3 que consiste na imposi¢do de um fluxo de ar com amplitude varidvel ao longo de 3

segundos (CHEN et al., 2006).

Inicio da Administracio de Medida dos Nebulizacio
ventilacdo pancurdnio i.p. valores basais de salina
Quick-prime-3 Quick-prime-3
TLC TLC TLC
0 60s 150s 180s 450s  480s 750s
Nebulizacio Reforco anestésico + Término da
de MCh Nebulizacdo de MCh ventilagiio
S0mg/mL 100mg/ml.
Quick-prime-3 Quick-prime-3 Eutanisia do
l TLC TLC ammal + Remogdo
| | | | I dos pulmdes
780s 1050s 1080 1350s 1380s 1800s

Figura 6 — Esquema temporal do protocolo de medidas mecanicas.
Fonte: Da autora

Foi calculada a impedancia do sistema respiratorio (Zrs) dos animais de cada grupo. A
ventilagdo mecanica foi interrompida somente para a aplicagdo das perturbagdes. Apds a

perturbacgdo, os dados foram coletados. Foram coletados: a posicao do pistdo (V) € a pressao
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interna do cilindro (Pey).

Para o célculo dos dados foram feitas correcdes, considerando as perdas devido a
compressibilidade dos gases (BATES; ABE; ROMERO, 1989). V.,;foi corrigido para obtermos
o volume que efetivamente chega ao animal (V) e P foi corrigido, nos dando o valor de Py,
(pressdo de abertura das vias aéreas). Através da derivagcdo no tempo de V, obtivemos o fluxo
(V).

Para andlise das impedancias obtidas, utilizamos o modelo de fase constante,

(HANTOS, et al., 1992).

_ G—i.H

Z(f)= Raw+i.2. 7. f. Iy + 57—
2.m.f)

Onde R,y € a resisténcia de vias aéreas, 1, € a inertincia das vias aéreas, G caracteriza

a dissipacao de energia nos tecidos pulmonares, H caracteriza a energia acumulada nos tecidos

do pulmao, i ¢ a unidade imaginaria, f ¢ a frequéncia e

2

H
= —. t te| —
a - arco tangen e(G)

Foram obtidos com o ventilador os pardmetros:

Raw - resisténcia de via aérea nos permite a analise, isoladamente das vias aéreas, sem a
interferéncia do tecido pulmonar;

G - resisténcia tecidual do modelo de fase constante;

H - elastancia do tecido pulmonar do modelo de fase constante; e

n - histeresividade do modelo de fase constante.

O animal foi ventilado por um intervalo de tempo de aproximadamente 2 minutos para
adaptagdo, ajuste do sistema respiratorio ao fluxo recebido e verificagdo de possiveis
vazamentos, obstrugdes e correcdes no posicionamento. O ventilador mecanico manteve os
camundongos ventilados e somente foi interrompida a ventilacdo em intervalos de tempos
determinados para aplicar perturbagdes e assim obter os valores acima descritos. Todos os
grupos recebera nebulizagdo (Aeroneb, Aerogen, Irlanda) com salina e broncoconstrictor MCh

(acetil-p methylcholine-cloreto, EUA) em concentracdes crescentes de 50 e 100mg/mL para
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averiguar a HRB. Primeiramente foram determinados os valores basais dos animais e logo apos
o registro dos valores apds nebulizacdo com salina, e posteriormente, foi realizada a
nebulizacao de MCh. O nebulizador aerossolizou no sistema respiratério e 5 segundos apos os
valores da mecanica respiratoria foram registrados. Os registros foram repetidos de 15 em 15
segundos até o tempo de 300 segundos. O tempo de intervalo para administracao das diferentes
concentragdes de MCh foi de 5 minutos. Ao término do experimento a traquéia foi clampeada
ao final da expiracdo, e os pulmdes foram retirados.

Ap0s o registro dos valores, foram realizadas analises desses dados. Foi utilizado o valor
do coeficiente de determinacdo (COD), que é um parametro no qual fornece confiabilidade dos
dados. Os valores obtidos com a aplicagédo do modelo de fase constante foram utilizados para

determinar as curvas dose-resposta.

4.5 REMOCAO DOS PULMOES

Imediatamente apds a avaliacdo da mecanica pulmonar, a traquéia foi ocluida no final
da expiragdo com linha de algoddo. Os animais foram eutanasiados por exsanguinacao €
realizada uma seccao cirurgica da aorta e veia cava inferior em suas por¢des abdominais. A
porcdo abdominal do es6fago foi identificada e isolada, sendo presa por uma pinga hemostatica.
As estruturas do pescoco foram dissecadas, permitindo a liberacao das vias aéreas. A pinga que
prendia o esofago foi suavemente tracionada, permitindo separar o conjunto monobloco
(coragdo-pulmao) das demais estruturas aderidas a parede toracica posterior. Com todas as
estruturas visualizadas, a traquéia foi seccionada abaixo do local ocluido pelo fio de algodao e,
posteriormente, separada do esdfago e o coracdo. Os pulmdes foram entdo separados
individualmente. O l6bulo pulmonar direito foi destinado a analise histologica e o 16bulo

pulmonar esquerdo foi coletado para analise de proteinas pelo método de Western Blot.

4.6 HISTOLOGIA PULMONAR

4.6.1 Fixagado e preparo das laminas
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Os pulmdes foram mantidos em formalina 10%, durante 7 dias (pH=7,4 ¢ 0,1M). Apds
esse periodo, o material foi desidratado progressivamente através de imersdao em solugdes com
concentracao crescente de etanol.

Depois da fixagdo, o material foi embebido em parafina e cortes histologicos com 4um

de espessura foram realizados e posteriormente corados com hematoxilina-eosina.

4.6.2 Analise morfométrica

As laminas contendo os cortes pulmonares corados com hematoxilina e eosina foram
analisadas por microscopia optica (Nikon Corporation, Japdo) de acordo com seus aspectos
quantitativos. A andlise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de contagem
de pontos (“point-couting”) (WEIBEL, 1990).

Em um aumento de 200x, utilizando-se uma ocular, contendo um sistema de referéncia
de 100 pontos e 50 segmentos de reta dispostos em paralelo, acoplada ao microscopio de luz
convencional (Nikon Corporation, Japdo) (Fig. 7). Foram avaliados dez campos aleatorios e
ndo coincidentes por lamina e quantificada a fragdo de area ocupada por alvéolos normais,
colapsados e hiperinsuflados. O nimero de pontos que cairam em area de alvéolo normal,
colapsado ou hiperinsuflado foi dividido pelo total de pontos contados em cada campo
analisado (normal + colapsado + hiperinsuflado) e expresso sob a forma de percentual. Os
espagos aéreos foram avaliados através do didmetro alveolar médio ou intercepto linear médio
(Lm), para tal foi escolhida uma area contendo 20 campos aleatorios ndo coincidentes em cada
lamina e contou-se o numero de interceptacdes alveolares com as linhas, em um aumento de

200x (DUNNILL, 1964).

Figura 7 — Reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificagdo dos pardmetros morfométricos.
Fonte: Da autora.
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4.7 WESTERN BLOT

O pulmao esquerdo foi coletado e homogeneizado em tampao RIPA (Radio Immuno
Precipitation Assay Buffer), (NaCl 150mM, acido deoxocolato 1%, Tris 0,1M, pH: 7,5, NP-40
1%), contendo inibidores de protease (20ul/mL) (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma, EUA).

O lisado foi centrifugado a 12.000g por 15 minutos a 4°C, tendo sido o sobrenadante
aliquotado e estocado a -80°C até o uso.

A quantificagdo de proteinas totais foi realizada pelo ensaio de BCA (Pierce
Biotechnology, EUA).

As amostras foram ressuspendidas em tampao de amostra (4X, Tris 0,5M, pH: 6.8,
glicerol, SDS 10%, Bromofenol Blue 1%,  — mercaptoetanol), submetidas a SDS — PAGE, em
gel de poliacrilamida a 7% (Tris, 1,5M, pH: 8,8, acrilamida 30%, SDS 10%, persulfato de
amonio 10% e TEMED) e gel de empilhamento 5% (Tris, 1,0M, pH:6,8, acrilamida 30%, SDS
10%, persulfato de amonio 10% e TEMED).

Cada pogo foi carregado com 30ug do extrato total de proteinas. A eletroforese foi feita
em tampao (1X, Tris 0,25M, glicina 1,92M, pH: 8,3, SDS 1%), os parametros da corrida foram:
2 horas, 100 volts, 50mA. As proteinas foram entdo transferidas para membrana de PVDF
(Amersham Bioscience), previamente ativada com metanol, em tampao (Tris 0,025M, glicina
0,192M, pH: 8-8.,5 e metanol 20%) e os parametros para a transferéncia foram: 2 horas, 100
volts e 250mA. Ap0s a transferéncia a membrana foi corada com Ponceau 0,5% por 5 minutos
para visualizar a eficiéncia da transferéncia.

As membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé, Brasil)
em 0,05% de Tween-20 em TBS (TTBS), sob agitagdo em temperatura ambiente durante uma
hora.

Foram utilizados os anticorpos anti-actina (1:1000) (Sigma, EUA), anti-elastina (1:1000)
(LSBio) e anti-colageno III (1:1000) (Abcam, EUA), os quais ficaram em contato com a
membrana durante a noite a 4°C. No dia seguinte, sucessivas lavagens foram realizadas em
TBS e TTBS a temperatura ambiente e os anticorpos primarios foram detectados por anticorpos
secundarios (anti-IgG de coelho, 1:2000 ou anti-IgG de camundongo, 1:1000) conjugado com
peroxidase. O protocolo de quimiolumiscéncia (ECL, Amersham, EUA) foi utilizado para a
detec¢do de bandas imunorreativas em filmes radiograficos.

Para possibilitar a marcacdo da mesma membrana com diferentes anticorpos, as

membranas foram submetidas a stripping com “Restore Western Blot Stripping Buffer” (Pierce
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Biotechnology) e submetidas a novas marcagoes.
O programa de dominio publico Image J (NIH Image, National Institute of Health, EUA)

foi utilizado para quantificar as bandas imunorreativas nos filmes radiograficos.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da mecanica respiratoria foram analisados utilizando a analise de variancia —
ANOVA (one-way) seguido do pos-teste de Tukey’s para analise da variancia entre os valores
basais e nebulizacdo com salina R.w, G, H e n; pardmetros histologicos e Western Blot de
animais instilados com salina, 0,3 ¢ 0,6U. Além disso, o mesmo teste foi aplicado para avaliar
o efeito da MCh no mesmo grupo experimental. O teste two-way seguido do pos-teste de
Newmann — Keuls, foram usados para comparar dentre os grupos o efeito da MCh. Ambos os
testes foram feitos pelo programa de estatistica GraphPadPrism (versdo 5.0, EUA). Os
resultados foram apresentados com média + desvio padrao, sendo considerado o nivel de

significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Descrigao dos resultados abaixo:

5.1 AVALIACAO DA MECANICA RESPIRATORIA

Os resultados basais da mecanica respiratoria estdo apresentados na tabela 1. Nao foram
identificadas diferengas estatisticas nos valores de R, nos grupos instilados com PPE 0,3U
(0,25+£0,07 ecmH20.s/mL) e 0,6U (0,24+0,07 cmH>0O.s/mL) quando comparada com o grupo
controle (0,2140,04 cmH>0.s/mL). G também nao modifica seus valores nos grupos instilados
com PPE 0,3U (2,00+0,64 cmH>O/mL) e 0,6U (2,104+0,63 cmH>O/mL) quando comparada ao
grupo controle (2,04+0,74 cmH>O/mL). Porém o valor de H nos animais instilados com PPE
0,6U (11,36x1,44 cmH>0O/mL) apresentou reducdo significativa quando comparada com o
grupo controle (15,61+2,51 cmH>O/mL). A n ndo apresentou diferenga significativa entre o

grupo controle (0,13+0,02) e os grupos tratados com PPE 0,3U (0,13+0,03) e 0,6U (0,16+0,04).

Tabela 1: Parametros basais da mecanica respiratdria obtidos do modelo de fase constante.

Grupos Experimentais

Parametros Salina (n=11) 0,3U (n=11) 0,6U (n=11)
Raw (emH20.s/mL) 0,21+0,04 0,2540,07 0,24+0,07
G (ecmH20/mL) 2,04+0,74 2,00+0,64 2,10+0,63
H (cmH>0/mL) 15,61£2,51 15,75+1,75 11,36+1,44*
n 0,13+0,02 0,13+0,03 0,16:£0,04

Valores representam a média + DP, *p<0,05.
Fonte: Da autora.

As propriedades mecanicas avaliadas apds nebulizacdo com salina estdo apresentadas
na tabela 2. R, ndo altera significantemente seu valor no grupo instilado com salina (0,27+0,05
c¢cmH>0.s/mL) ou PPE na dose 0,3 (0,31+£0,04 cmH>O.s/mL) e 0,6U (0,30+0,08 cmH>O.s/mL).
G também manteve seus valores inalterados (1,92+0,58 cmH>O/mL) no grupo salina e nos

grupos instilados com PPE 0,3U (2,2340,50 cmH>O/mL) e 0,6U (2,23+0,61 cmH>O/mL). No
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entanto, H apresentou reducdo significativa no grupo instilado com PPE 0,6U (11,50+1,07
cmH>O/mL) quando comparada com o grupo controle (20,73+5,04 cmH>O/mL). A n ndo
apresentou diferenca significativa entre o grupo controle (0,14+0,01), PPE 0,3 (0,15+0,03) e
0,6U (0,17+0,04).

Tabela 2: Parametros da mecanica respiratdria apos nebulizagdo com salina obtidos do modelo
de fase constante.

Grupos Experimentais

Parametros Salina (n=11) 0,3U (n=11) 0,6U (n=11)
Raw (emH20.s/mL) 0,27+0,05 0,31+0,04 0,30+0,08
G (cmH20/mL) 1,92+0,58 2,23+0,50 2,23+0,61

H (cmH20/mL) 16,24+2,94 16,49+2,00 11,50+1,07*
n 0,14+0,01 0,15+0,03 0,17+0,04

Valores representam a média + DP, “p<0,001.
Fonte: Da autora.

O parametro Raw, no grupo controle (0,21+0,04 cmH>0O.s/mL) e enfisema induzido por
PPE 0,3 (0,25+0,07 cmH>0.s/mL) e 0,6U (0,24+0,07 cmH>0O.s/mL) nao apresentou diferenca
significativa dos valores basais quando comparados com os valores apds nebulizagdo com
salina (0,27+0,05; 0,31+0,04; 0,30+£0,08 cmH>0.s/mL) respectivamente. Os valores basais de
G no grupo controle (2,04+0,74 cmH>O/mL), 0,3U (2,00+0,64 cmH>,O/mL) e 0,6U (2,10+0,63
cmH>0/mL) também ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados os valores
apods nebulizacdo de salina (1,92+0,58; 2,23+0,50; 2,23+0,61 cmH>0O/mL) respectivamente. H
manteve seus valores basais inalterados no grupo controle (15,61£2,51), PPE 0,3U (15,75+1,75
cmH>O/mL) e 0,6U (11,36+1,44 cmH>O/mL) quando comparado com os dados apds
nebulizacdo com salina (16,24+2,94; 16,49+2,00; 11,50+1,07 cmH>O/mL). A 1 também
conservou os mesmos padrdes, ndo alterou seus resultados quando comparado os valores basais
(0,13+0,02; 0,13+0,03; 0,16+0,04) com os valores ap6s nebulizagdo com salina (0,14+0,01;
0,15+0,03; 0,17+0,04) nos respectivos grupos.

O grupo instilado com salina foi nebulizado com as doses de 50 e 100mg/mL de MCh.
Ruyw aumentou significativamente seu valor apos nebulizagdo com salina de 0,27+0,05
cmH>O.s/mL para 0,45+0,09 cmH>0.s/mL quando nebulizados com MCh 50mg/mL, e os
valores alteraram-se para 1,11+0,13 cmH>0.s/mL quando nebulizados com MCh 100mg/mL

(Fig. 8). G também mostrou aumento significativo do seu valor apds nebulizagdo com salina de
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1,924+0,58 cmH>O/mL para 4,83+0,90 cmH>O/mL quando nebulizados com MCh 50mg/mL e
quando nebulizados com MCh 100mg/mL os valores foram 9,01+£2,29 cmH,O/mL (Fig. 9). H
nao apresentou diferenca significativa nos animais nebulizados com MCh 50mg/mL, mas nos
animais nebulizados com MCh 100mg/mL, o valor de 16,24+2,94 cmH>O/mL elevou-se
significativamente para 41,77+12,96 cmH>O/mL (Fig. 10). n ampliou significativamente seu
valor de 0,14+0,01 para 0,21+0,05 e 0,30+0,05 nas respectivas doses 50 ¢ 100mg/mL (Fig. 11).

O grupo instilado com PPE 0,3U foi nebulizado com as doses 50 e 100mg/mL de MCh.
Raw aumentou significativamente seu valor de 0,31+0,04 cmH>O.s/mL para 0,51+0,08
cmH>O.s/mL quando nebulizados com MCh 50mg/mL, e os valores alteraram-se para
0,80+0,22 cmH>0.s/mL quando nebulizados com MCh 100mg/mL (Fig. 8). G ndo apresentou
diferenca significativa nos camundongos nebulizados com MCh 50mg/mL, mas quando
nebulizados com MCh 100mg/mL os valores de 2,234+0,50 cmH>O/mL elevaram-se
significativamente para 18,10+6,42 cmH>O/mL (Fig. 9). H intensificou de modo significativo
em ambas as concentracdes de MCh, os valores de 16,49+2,00 cmH>O/mL aumentaram para
27,32+11,49 cmH>O/mL e 48,85+16,62 cmH>O/mL nas respectivas doses (Fig. 10). n também
mostrou aumento significativo de 0,15+0,03 para 0,32+0,07 quando nebulizados com MCh
50mg/mL e quando nebulizados com MCh 100mg/mL os valores foram para 0,41+0,09 (Fig.
11).

O grupo instilado com PPE 0,6U foi nebulizado com as mesmas doses de MCh. Ry
elevou significativamente o valor de 0,30+0,08 cmH>O.s/mL para 0,64+0,17 cmH>O.s/mL
quando nebulizados com MCh 50mg/mL, e os valores alteraram-se para 1,04+0,23
cmH>0.s/mL quando nebulizados com MCh 100mg/mL (Fig. 8). G apresentou crescente e
significativa diferenca dos valores de 2,23+0,61 cmH>O/mL para 5,60+1,81 cmH>O/mL quando
os animais foram nebulizados com MCh 50mg/mL, e na dose de 100mg/mL os valores foram
de 7,89+2,56 cmH>O/mL (Fig. 9). H ndo apresentou diferenca significativa quando nebulizados
com MCh 50mg/mL, mas os valores iniciais de 11,50+1,07 ¢cmH,O/mL aumentaram
significativamente para 21,39+7,55 cmH>O/mL quando nebulizados com MCh 100mg/mL (Fig.
10). n elevou significativamente os valores de 0,17+0,04 para 0,29+0,06 e 0,45+0,11 nas
respectivas doses (Fig. 11).

Comparando-se as doses nos diferentes grupos quando nebulizados com MCh
50mg/mL, nos parametros respiratdrios foram observados que Rg.v, G € H ndo apresentaram
diferenca significativa dentre os grupos. Ja o parametro n aumentou significativamente nos
animais instilados com PPE 0,3U (0,32 +0,07) e 0,6U (0,29+0,06) quando comparado com o
grupo controle (0,21+0,05) (Fig. 11). Na nebulizagdo com MCh 100mg/mL, os valores de Raw,
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mostraram-se significativamente menores no grupo instilado com PPE 0,3U (0,80+0,22
c¢cmH>0.s/mL) quando comparados com o grupo salina (1,11+0,13 cmH>0.s/mL) (Fig. 8). G foi
intensificada e significativamente diferente no grupo enfisema 0,3U (18,10+6,42 cmH>O/mL)
quando comparado ao grupo controle (9,01£2,29 cmH>O/mL) (Fig. 9). H mostrou queda
significativa no grupo instilado com PPE 0,6U (21,39+7,55 cmH>O/mL) quando comparado ao
grupo controle (41,77+12,96 cmH>O/mL) (Fig. 10). n elevou-se significativamente no grupo
0,3U (0,41+0,09) ¢ 0,6U (0,45+0,11) quando comparados ao grupo salina (0,30+0,05) (Fig. 11).
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Figura 8 — Efeito na R,,, resisténcia das vias aéreas, apds desafio com MCh 50 e 100mg/mL em camundongos
instilados com salina, PPE 0,3 ¢ 0,6U. O * significa comparagdo estatistica entre 0 mesmo grupo
(*p<0,05; ** p<0,001) e # significa comparagdo estatistica dentre os diferentes grupos (# p< 0,001).
Fonte: Da autora.
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Figura 9 — Efeito na G, resisténcia tecidual, apos desafio com MCh 50 e 100mg/mL em camundongos instilados
com salina e PPE 0,3 ¢ 0,6U. O * significa comparagao estatistica entre o mesmo grupo (* p<0,001). #
significa comparagao estatistica dentre os diferentes grupos (# p< 0,001).

Fonte: Da autora
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Figura 10 — Efeito na H, elastancia tecidual, apds desafio com MCh 50 ¢ 100mg/mL em camundongos instilados
com salina e PPE 0,3 ¢ 0,6U. O * significa comparag@o estatistica entre 0 mesmo grupo (* p<0,05; **
p<0,001). # significa comparagdo estatistica dentre os diferentes grupos (# p< 0,001).

Fonte: Da autora.
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Figura 11— Efeito na n, histeresividade, ap6s desafio com MCh 50 e 100mg/mL em camundongos instilados com
salina e PPE 0,3 e 0,6U. O * significa comparagdo estatistica entre 0 mesmo grupo (* p<0,05; **
p<0,001). # significa comparagao estatistica dentre os diferentes grupos (# p<0,05; ## p< 0,001).

Fonte: Da autora.

5.2 HISTOLOGIA PULMONAR

A andlise do parénquima pulmonar por microscopia Optica evidenciou nos grupos

tratados com PPE reducdo significativa de alvedlos normais, de 86,5+0,9% no grupo controle

para 69,8+7,9% no grupo 0,3U e 43,2+9,3% no grupo 0,6U e aumento significativo de alvedlos
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hiperinsuflados de 2,5+0,15% no grupo controle para 16,4+1,7% nos animais instilados com
PPE 0,3U e 19,2+1,7% nos animais instilados com PPE 0,6U, com consequente aumento de
alvéolos colapsados de 11,5+1% para 26,4+3,2% no grupo 0,6U. O Lm aumentou
significativamente nos grupo 0,3U (31,6+0,9) e 0,6U (31,8+2,4) em relacdo ao grupo controle
(25,1£1,7) (tabela 3). Os cortes histologicos dos pulmdes que caracterizam as mudangas

morfoldgicas estdo representados na figura 12 (A, B, C).

Tabela 3. Histologia Pulmonar

Grupos Salina 0,3U 0,6U
Normal (%) 86,5+0,9 69,8+7,9" 43,249 3"
Colapsado (%) 11,5+1,0 11,2+1,4 26,4+32"
Hiperinsuflado (%) 2,5+0,1 16,4+1,7" 19,2+1,7*
Intercepto linear médio (Lm) 25,1£1,7 31,6£0,9" 31,8+2,4"

Valores representam a média + DP, "p<0,05; “p<0,001 comparado com o grupo controle. Todos os valores foram
computados em 10 campos ndo coincidentes por animal (n=5).
Fonte: Da autora.
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Figura 12 — Fotomicrografia representando o parénquima pulmonar corado com hematoxilina e eosina (HE).
Magnificagdo original: x200. Barras = 50um.
A) Grupo controle instilado com salina;
B) Grupo enfisema induzido por PPE 0,3U;
C) Grupo enfisema induzido por PPE 0,6U.
Fonte: Da autora.
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5.3 WESTERN BLOT

O padrao de expressdo protéica de elastina e colageno III foi investigado em amostras
derivadas de pulmao de camundongos, os quais foram previamente instilados (20 dias antes da
eutanasia) com salina ou PPE (0,3 e 0,6U). As figuras 13 e 15 mostram os resultados obtidos
por Western Blot.

De acordo com a quantificagdo das bandas imunorreativas houve diminuicio
significativa de elastina nos animais tratados com elastase 0,6U (0,75+0,06) em relacdo aos

animais que foram instilados apenas com salina (1,00+£0,09) (Fig. 14).

Elastina —» — 60kDa

Actina —» ——» 43kDa

Salina 03U  0,6U

Figura 13— Perfil de expressdo de elastina em tecido pulmonar. A actina foi utilizada como controle.
Fonte: Da autora.
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Figura 14 — Representagdo grafica da densidade optica (DO) obtida a partir das bandas imunorreativas para
elastina. A actina foi utilizada como controle. n=3 para cada grupo. # p<0,05.

Fonte: Da autora
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Os dados obtidos por Western Blot também mostraram que houve aumento significativo
na expressdo de coldgeno III nos animais tratados com elastase 0,3U (0,53+0,02) e 0,6U

(0,91%0,08) quando comparado com o grupo controle (0,10+0,01) (Fig. 16).

Colageno III —» —» 138kDa

Actina —» —» 43kDa

Salina 0,3U 0,6U

Figura 15 — Perfil de expressdo de colageno III em tecido pulmonar. A actina foi utilizada como controle.
Fonte: Da autora
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Figura 16 — Representagdo grafica da densidade optica (DO) obtida a partir das bandas imunorreativas para
colageno I11. A actina foi utilizada como controle. n=3 para cada grupo. # p<0,001.
Fonte: Da autora.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que, apds 20 dias, a instilagao
de PPE acarretou alteracdes na mecanica respiratoria. As medidas basais e apds nebulizacao
com salina mostram diminui¢do significativa da H nos animais com enfisema 0,6U. Apds o
desafio com MCh 100mg/mL, a G aumentou no grupo enfisema 0,3U; em contrapartida, a Ry
nos animais com enfisema 0,3U foi menor, assim como a H nos animais 0,6U. A histeresividade
nos grupos enfisema 0,3 e 0,6U aumentou apds o desafio com MCh em ambas concentragdes
(50 ¢ 100mg/mL). Na analise morfologica, os grupos tratados com elastase aumentaram as areas
de colapso alveolar, hiperinsuflacdo e Lm com consequente redu¢do da porcentagem de
alvéolos normais. No Western Blot, os resultados mostram uma diminuicao significativa da
elastina no grupo enfisema 0,6U e uma aumento significativo do colageno tipo III nos grupos
instilados com PPE.

A experimentacao animal ¢ de importancia incalculdvel nas pesquisas cientificas
contribuindo para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia (CHORILLI; MICHELIN;
SALGADO, 2007). Os animais sdao utilizados quando as experiéncias em humanos sio
impossiveis ou moralmente inconcebiveis (BRUSSELLE et al., 2006). O extenso conhecimento
da biologia animal oferece uma enorme capacidade para explorar os sistemas bioldgicos sob
condi¢des fisiologicas e patologicas (PAIGEN, 1995). O modelo experimental ¢ uma
ferramenta fundamental para o estudo da fisiopatologia e dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da DPOC, porém tais modelos apresentam limitagdes, ndo conseguem
reproduzir com exatiddo a DPOC vista em humanos, pois existem diferencas na estrutura
anatomica (WRIGTH; COSIO; CHURG, 2008). No sistema respiratério dos camundongos
existem pequenas quantidades de glandulas submucosas, a parede torcica ¢ diferente, o nimero
de ramificag¢des das vias aéreas ¢ menor, € o tempo de vida e o desenvolvimento do enfisema
nos camundongos sio menores do que em humanos (HAMAKAWA et al., 2011; LUTHJE et
al., 2009; ITO et al., 2004; SLY et al., 2003).

O camundongo ¢ uma ferramenta experimental muito utilizada, seu genoma ¢ muito
semelhante ao de humanos, cerca de 300 genes parecem ser Unicos tanto para a espécie animal
quanto para humanos (WATERSTON et al., 2002). O vasto conhecimento da anatomia, biologia
e fisiologia além do custo relativamente baixo torna o camundongo uma excelente alternativa
experimental (BRUSSELLE et al., 2006). Além disso, camundongos apresentam niveis

menores de anti-proteases o-1 anti-tripsina que ratos, tendo maior predisposicdo ao
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desenvolvimento do enfisema (IHRIG; KLEINERMAN; RYNBRANT, 1971).

O modelo experimental que mais se aproxima da DPOC em humanos ¢ o modelo de
tabagismo em cobaias. No entanto, este modelo requer meses de exposi¢ao dos animais a
fumaga de cigarro e o grau de lesdo tecidual obtido caracteriza um enfisema leve (CHURG;
WRIGHT, 2007). Os modelos de enfisema sdo principalmente desenvolvidos em roedores.
Atualmente os modelos mais utilizados para a indugdo do enfisema em animais sdo: modelos
que utilizam proteases (papaina, PPE ou elastase neutrofilica), inalagdo de gases toxicos (como
fumaga de cigarro, dioxido de nitrogénio ou dioxido de enxofre) e utilizacdo de animais
modificados geneticamente, que desenvolvem espontaneamente a doenga (MAHADEVA;
SHAPIRO, 2002).

A instilagdo de substancias proteoliticas por via traqueal ou inalatéria ¢ utilizada em
modelos de animais para indugdo de enfisema pulmonar produzindo efeitos fisiopatologicos
(SNIDER, 1992; SNIDER; LUCEY; STONE, 1986; KARLINSKI; SNIDER, 1978). A
exposicao pulmonar a estas enzimas provocam inflamacgao pulmonar aguda e sist€émica seguida
de mudancas morfoldgicas, comprometimento da fun¢ao pulmonar, e adaptagdes cronicas como
caquexia, redu¢do da endurance e fraqueza da musculatura respiratdria que sao semelhantes a
doenga em seres humanos (ANTUNES; ROCCO, 2011; HAMAKAWA et al., 2011; HANTOS
et al., 2008; LUCEY et al., 2002; MAO et al., 2002; TEPPER et al., 2000; SNIDER, 1992;
SNIDER; LUCEY; STONE, 1986; KARLINSKI; SNIDER, 1978; HAYES; KOTHY; SNIDER,
1975). As instilagdes de PPE reproduzem a maioria das caracteristicas encontradas no enfisema
causado por fumo, porém a lesdo pulmonar ¢ imediata e nesse aspecto difere do que ¢
encontrado em humanos no qual o enfisema ¢ uma doenca cronica, progressiva e lenta
(ANTUNES; ROCCO, 2011; HAMAKAWA et al., 2011; BRUSSELLE et al., 2006; ITO et al.,
2004; SLY et al., 2003).

O protocolo experimental utilizado no nosso estudo foi baseado em estudos prévios.
Otto-Verbene et al. (1992) utilizou a mesma linhagem de camundongos — Swiss e instilou PPE
intratraqueal para inducao do enfisema. Uma tinica administragdo da enzima proteolitica pode
resultar rapidamente em caracteristicas morfologicas e histologicas compativeis com o
enfisema panacinar (SNIDER, 1992; SNIDER; LUCEY; STONE, 1986;). Sawada et al., (2007)
e Rangasamy et al., (2009), relataram em seus estudos que a severidade do enfisema induzido
pela enzima estd diretamente relacionada com a dose administrada. Diferentes estudos foram
desenvolvidos utilizando doses distintas e tempos de administrag¢do distintos, mas o protocolo
ideal ¢ ainda desconhecido (ANTUNES; ROCCO, 2011).

A definig¢do de enfisema esta diretamente relacionada as medidas de funcao pulmonar,
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dessa forma torna-se indispensavel fazer estas medidas em modelos experimentais (MITZNER,
2007). A analise dos pardmetros da mecanica respiratéria como, por exemplo: Rayv, G € H, tém
sido utilizadas em muitos estudos para a caracterizacao do sistema respiratdrio, pois permite
separar os componentes centrais e vias aéreas dos componentes de tecido periférico (PINTO,
2008). Como o enfisema pulmonar ¢ uma doenga que acomete predominantemente o
parénquima pulmonar, a mensura¢do desses pardmetros com medidas precisas possibilita
encontrar diferencas na mecanica respiratoria € assim estabelecer relagoes fisiopatologicas. As
propriedades mecanicas do pulmao sdo fatores determinantes para que sua fungao seja realizada
com eficacia.

Os resultados da mecanica respiratoria obtidos neste estudo mostraram que os valores
considerados basais e ap6s nebulizacdo com salina ndo apresentaram diferengas significativas
entre o grupo controle, 0,3 e 0,6U nos parametros Ru.w, G € . Os valores basais e apos
nebulizacdo de salina da H apresentaram-se significativamente menores, mimetizando
mudangas funcionais devido a reducdo expressiva do componente elastico. H pode indicar
deterioragdo das propriedades elasticas e rigidez tecidual (HAMAKAWA et al., 2011; ITO et
al., 2005). Nossos resultados sao semelhantes aos de Biselli (2008), que trabalhou com
camundongos C57/B16 expostos a fumaga de cigarro e ao residuo de 6leo diesel relatando em
seu estudo que o pulmao com destruicdo de parénquima e fibras elasticas apresenta redugao da
sua elastancia, com consequente reducdao do fluxo expiratorio para uma mesma condutancia.
Brewer et al. (2003) relataram que em ratos instilados com PPE via traqueal, houve semelhante
diminui¢do de H quatro semanas apds a instilagdo quando comparados com o grupo controle
que recebeu solugdo salina, como observado no presente estudo.

A exposi¢dao a fumacga do cigarro ¢ considerada um fator primario para desencadear
resposta contratil exacerbada no musculo liso das vias aéreas, pois os produtos quimicos e
poluentes gerados pela fumaca afetam diretamente a contratilidade (CHIBA et al., 2005). Vérios
sao os mecanismos da HRB, os quais estdo associados com a inflamacao aguda e cronica e com
o remodelamento das vias aéreas principalmente com o aumento da massa muscular das vias
aéreas (MARTIN; DUGUET; EIDELMAN, 2000; BOULET et al., 1997; CHETTA et al.,
1996). Alguns estudos relatam que na via aérea pode haver espessamento epitelial, formagao
de foliculos linfoides e deposicao de coldgeno, que leva a redu¢do do diametro interno e sua
capacidade de distensdao. Uma maior tendéncia a HRB pode ser devido a perda dos fatores que
se opdem ao encurtamento do musculo liso (FREDBERG, 2001). Além do que a destruicdo da
arquitetura pulmonar pode alterar a disposicdo normal das vias aéreas. Esses fatores podem

contribuir para o aumento da resisténcia das vias aéreas. (BARNES, 2003).
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A contragdo do musculo liso pode ocorrer através do acoplamento farmacomecanico.
Esse mecanismo ndo envolve a alteracdo do potencial de membrana, podendo ocorrer através
da ativacdo de um receptor de membrana em resposta a agentes farmacologicos agonista. A
MCh, ACh e o CCh sao exemplos clédssicos desses agonistas no musculo liso das vias aéreas
(SANDERSON; BERGNER, 2002). Na asma e DPOC esse tonus pode estar aumentado devido
a elevacao da expressdo, sinalizagdo molecular e quantidade exagerada de ACh neuronal, esses
fatores sao os mediadores essenciais para que ocorra a contragao da musculatura lisa das vias
aéreas (KOLAHIAN; REINOUD, 2012; GOSENS; ROSCIONI; DEKKERS, 2008). Sly et al.
(1995) estudaram o papel do receptor muscarinico em cachorros e relataram que diferentes
receptores podem estar envolvidos na constriccdo das vias aéreas e do parénquima pulmonar
apds a inalacdo de MCh. Os receptores M3 estdo localizados no musculo liso das vias
respiratdrias e sdo os principais receptores ativados quando expostos a MCh, respondendo com
constric¢do das vias aéreas, esses receptores podem ser facilmente ativados via intravenoso e
aerossol (PETAK et al., 1997).

Estudos anteriores demonstraram que animais expostos a fumaca do cigarro apresentam
hiper-responsividade a MCh (XU et al., 1993). Inversamente nossos resultados mostraram uma
diminui¢do significativa da Ruw nos animais com enfisema induzido por PPE 0,3U, quando
comparado com o grupo controle ap6s o desafio com MCh 100mg/mL. O resultado do presente
estudo sugere que a capacidade de resposta a MCh ¢ atenuada no enfisema induzido por PPE,
pois a distor¢ao do parénquima pulmonar causado pelas areas colapsadas e hiperinsufladas pode
ocasionar perda da difusdo do farmaco no sistema respiratorio (BATES et al., 1994). A
heterogeneidade pulmonar no enfisema pode levar a regides que sdo mais ou menos sensiveis
a MCh (NAGASE; MORETTO; LUDWING, 1994). A acao da MCh depende da barreira de
difusdo e as alteracdes no transporte difusivo deste agonista contribuem para alteragdes na
responsividade bronquica. As paredes das vias aéreas podem desempenhar um importante papel
na responsividade especialmente quando na doeng¢a pulmonar existe a presenca do
remodelamento. (BATES et al., 2012). Qualquer mudanca no musculo liso das vias aéreas, no
epitélio, na mucosa e no parénquima pulmonar pode alterar o processo de responsividade
bronquica (LANCAS et al., 2006; MAGALHAES et al., 2005). Além disso, a redu¢do da massa
muscular que foi encontrada em camundongos induzidos ao enfisema por uma unica aspira¢ao
pela orofaringe de elastase (20U/100g) no estudo de Fermoselle et al. (2011) pode auxiliar na
explicagdo deste achado, pois os musculos ndo poderiam reproduzir uma forga consistente para
uma broncoconstric¢ao eficaz.

O fato do nosso resultado nao ter apresentado nivel significante na atenuagao da R, no
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grupo enfisema induzido por PPE 0,6U sugere que devido ao maior dano na estrutura alveolar
por elevadas areas de colapso e hiperinsuflagdo, ocorreu o aumento da heterogeneidade
pulmonar que consequentemente levou a deteriorizacdo dos receptores e contribuiu para
dificuldade de difusao da droga.

A G ¢ determinante das perdas energéticas geradas por atrito entre os constituintes do
tecido pulmonar durante os movimentos da respiragdo. Em qualquer variagdo de volume o
tecido pulmonar ¢ deformado (BATES, 2009). No enfisema essas deformagdes atuam no
parénquima pulmonar, deformando estruturas e causando prejuizo na ventilacdo. Nossos
resultados mostraram que no grupo enfisema induzido por PPE 0,3U o parametro G aumentou
apos o desafio com MCh 100mg/mL quando comparado ao grupo controle. Este achado ¢
compativel com os resultados de Lutchen et al. (1996), confirmando que a falta de
homogeneidade do fluxo de ar devido a constricdo heterogénea das vias aéreas periféricas pode
contribuir para um aumento da G. A elevagdo de G pode ser explicada com base nas mudancas
das propriedades intrinsecas do tecido, podendo ser atribuido ao aumento da heterogeneidade
pulmonar (LUTCHEN et al. 1996; BATES et al., 1994; FREDBERG et al., 1993; HANTOS et
al., 1992). No enfisema ha comprometimento dos tecidos conectivos dos pulmdes que, por sua
vez, sdo compostos de células ¢ MEC (SUKI; LUTCHEN; INGENITO, 2003). A MEC ¢
composta por macromoléculas que sdo as proteinas estruturais fibrosas (fibras coldgenas e
elasticas) e a matriz intersticial composta de glicoproteinas embebidas em um gel de
proteoglicanos e glicosaminoglicanos (YUAN; INGENITO; SUKI, 1997). A organizacdo e a
interacdo entre coldgeno e elastina constituem importantes fatores que influenciam no
comportamento mecanico pulmonar (YUAN; INGENITO; SUKI, 1997; MIJAILOVICH et al.,
1994). Estudos anteriores sugerem que o conteido destas fibras influenciam diretamente a
rigidez e viscosidade do parénquima pulmonar (FAFFE et al., 2006; FAFFE et al., 2002).

Petak et al. (1997), estudaram em ratos os efeitos da administragdo de MCh via
intravenosa e aerossol, através de medidas de mecanica oscilatoria e de acordo com o autor a
inalacdo de concentragdes crescentes de MCh causam elevagdes significativas dos parametros
respiratérios. Os resultados destes animais revelaram que o padrdo de alteragdo mecanica nas
vias aéreas e no parénquima pulmonar depende do local de agdo da MCh e esta relacionado a
sua forma de administragdo. A infusdo intravenosa induziu somente broncoconstric¢ao,
enquanto que o aerossol foi capaz de induzir constric¢do de via aérea e de tecidos, causando
consequentemente alteracdes na G. Este fenomeno, de acordo com os autores esta diretamente
relacionado a presenca e atividade diferencial dos receptores muscarinicos M1 — localizados

nas paredes alveolares. Os receptores M1, envolvidos nas respostas do parénquima sao
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alcangados sem obstaculos pela via inalatdria. O pardmetro G, ap6s aerossolizagdo de MCh ¢
influenciado pela falta de homogeneidade do tecido pulmonar.

A H reflete o carater elastico do tecido pulmonar, os animais instilados com PPE 0,6U
apresentaram diminui¢do da H apds desafio com MCh 100mg/mL, sugerindo que as alteracdes
intrinsecas do musculo liso e a perda da retragdo elastica do parénquima pulmonar, podem
interferir diretamente na responsividade (RUBIN et al., 2002). Ito et al. (2005), demonstraram
assim como em nosso estudo, que ap6s 21 dias de instilagdo de PPE houve diminuicdo da
elastancia do tecido e aumento do intercepto linear médio. De acordo com Hogg (2004), a
destruicdo alveolar identificada no enfisema ¢ responsavel pela redugdo da forga de retragdo
elastica e consequentemente do fluxo expiratdrio, resultando em um quadro progressivo de
hiperinsuflagdo pulmonar. Segundo Fusco et al. (2002), esta perda de recuo eldstico ¢
determinada pelas fibras do parénquima pulmonar.

Outra caracteristica importante diz respeito a razdo n = G/H, também conhecida como
histeresividade (FEITOSA, 2012). A histeresividade ¢ a relagdo da energia dissipada a cada
ciclo respiratorio, com a energia acumulada (LUDWIG; DALLAIRE, 1994). Segundo Rocco
et al. (2003), a modificacdo da rede das fibras de colageno e de elastina pode ser o principal
determinante para o aumento da histeresividade. No presente estudo os dados relacionados a
histeresividade mostraram aumento significativo em ambos os grupos instilados com PPE apos
o desafio com MCh 50 e 100mg/mL, mostrando que a perda acumulada de energia ¢
possivelmente devido as alteragcdes da configuragdo pulmonar. A caracteristica com maior
repercussdo de interpretagdo desse pardmetro do ponto de vista fisiologico, diz respeito ao
aumento de 7 durante broncoconstricgao (KACZKA et al., 1997). Isso tem demonstrado que 7
sempre cresce a medida que o pulmdo se torna mecanicamente heterogéneo. Dessa forma, a
histeresividade pode ser usada como um indicativo dessas heterogeneidades (BATES, 2009).

As caracteristicas estruturais pulmonares do modelo murino de enfisema podem
evidenciar a heterogeneidade e para isso utilizou —se no presente estudo a técnica convencional
de contagem de pontos (“point-couting”) proposta por Weibel (1990). Os nossos resultados
mostraram na analise morfoldgica que ambos os grupos tratados com PPE reduziram a
porcentagem de alvéolos normais, aumentaram as areas de hiperinsuflacdo e o Lm, e aumentou
o colapso alveolar no grupo enfisema induzido por PPE 0,6U. A PPE causa alteracdes
estruturais pulmonares, incluindo alargamento do espago aéreo, destrui¢do alveolar e
simultaneo aumento do Lm (ANTUNES; ROCCO, 2011). O Lm ¢ utilizado e considerado uma
caracteristica importante para determinar a gravidade da destruigdo tecidual (FUSCO et al.,

2002; JOHANSON; PIERCE, 1972).
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O pulméo é um 6rgdo que constantemente é submetido a forgas e suas propriedades
mecanicas estdo diretamente ligadas a composi¢éo do tecido conectivo que forma o parénquima
pulmonar. Nessa composicdo o colageno, a elastina e os proteoglicanos sdo macromoléculas
com papel determinante nessas propriedades (SUKI et al., 2005).

Atualmente, o enfisema ¢é caracterizado pela destruicdo da MEC presente nos septos
alveolares que resulta no alargamento do espago aéreo e reducdo na area de troca alvéolo-capilar
(INOUE et al., 2010b). O desequilibrio de protease-antiprotease induz lesao por sua acgao
proteolitica sobre diversas proteinas do tecido conectivo; alguns estudos apontam a elastina
como principal alvo de destrui¢do no enfisema, mas alteragdes fisiopatologicas também podem
resultar de anormalidades na matriz de colageno (ITO et al., 2005; LANG et al., 1994). A
elastina ¢ uma proteina hidrofobica que se agrupa a filamentos e ldminas por ligacdes cruzadas
sendo frequentemente apontada como responsavel pela elasticidade pulmonar durante a
respiragdo em volume corrente (SUKI et al., 2005). O presente estudo mostrou diminui¢ao
significativa da elastina nos animais instilados com PPE 0,6U. Esses resultados coincidem com
o que diz Konov et al. (2001), que mostraram a deformagdo da rede de elastina depois de uma
unica instilagdo de PPE. Estudos bioquimicos do pulmao também mostram que apos o
tratamento com elastase hd diminuicdo acentuada da elastina pulmonar nas primeiras 24 horas
(IP; KLEINERMAN; SORENSEN, 1980; KUHN et al., 1976). Sabe-se que a perda do
recolhimento elastico e a evidéncia histologica de danos das fibras elasticas implicam
necessariamente em degradacdo de elastina como um fator chave na patogénese do enfisema
(BARNES, 2004).

Lucey et al. (1998) em seu estudo com hamsters tratados com PPE, identificaram a
presenca de enfisema e diminui¢do do conteudo de elastina no pulmao, porém os valores
retornaram aos niveis normais 30 dias apos a instilacdo. Este estudo caracterizou que até 30
dias apoés a instilagdo a expressdo do mRNA da elastina estd reduzida, ocasionando enfisema
generalizado e grave. Snider et al. (1986) relataram que o conteudo de elastina apds a injaria
pulmonar atinge niveis normais por volta dos 30 a 40 dias apos a lesdo. Mercer et al. (1992)
também relataram em estudos morfométricos e ultraestruturais do tecido pulmonar que ocorre
diminuigao das fibras eldsticas apés uma semana de tratamento com elastase e que entre 4 a 12
semanas os niveis estdo normais indicando reparagao do tecido. No presente estudo, esses
achados podem indicar que o tempo avaliado (20 dias) pode ter sido insuficiente para apresentar
aumento nos niveis de elastina, sugerindo que a reparagao tecidual da MEC ainda ndo ocorreu.
Valentine et al. (1983) também relataram que ap6s a administracdo intratraqueal de elastase, a

expressao do gene da elastina induziu a sintese causando aumento nos niveis de elastina
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pulmonar, cerca de 30% a mais no grupo controle ap6s oito semanas da instilagdo. Outros
estudos ultraestruturais detalhados do pulmao revelam a fragmentacdo de elastina e deposi¢ao
abundante de colageno em pulmdes enfisematosos apos instilagdo de elastase (TUDER;
FLOOK; VOELKEL, 1995).

A presenga de colageno na MEC ¢ essencial para a integridade estrutural e para a
capacidade funcional pulmonar. O coldgeno ¢ encontrado em vias aéreas, vasos, pleura,
membrana basal e na parede alveolar. Qualquer mudanga na parede alveolar ¢ possivelmente
devido a mudanca na composicao de coldgeno do tecido (LANG et al., 1994). O metabolismo
do coldgeno altera-se apds lesdo induzida pela PPE nos pulmdes (SUKI; LUTCHEN;
INGENITO, 2003; GORDON; SNIDER, 2000). Em condi¢gdes normais, as fibras colagenas sao
as principais responsaveis por manter a estrutura do parénquima pulmonar mesmo em volumes
aumentados. Em contrapartida em condigdes patoldgicas como no enfisema pulmonar, esta
demonstrado que apds a destruigdo, ocorrem nova sintese ¢ deposi¢ao de colageno, que sdo
mais frageis e apresentam menor estabilidade mecanica (SUKI; LUTCHEN; INGENITO,
2003). A estabilidade do colageno no pulmdo normal requer equilibrio entre sintese e
degradacdo desta proteina. Em condi¢des patologicas, como no enfisema, ocorre um
desequilibrio neste sistema que resulta em aumento da quantidade de colageno no tecido da
parede alveolar, embora ainda ndo seja esclarecido se ¢ devido ao aumento da sintese ou a
diminui¢do da degradacdo ou ambos (LANG et al., 1994). Em estudos prévios, modelos
experimentais de enfisema pulmonar induzido por proteases observaram uma inicial perda,
seguida posteriormente de um aumento dos niveis de coldgeno (KUHN et al., 1976). Hamakawa
et al. (2011) relataram que ap6s o tratamento com elastase, a quantidade de colageno do tipo I
exibiu um pico no segundo dia apds instilagdo, mas essas alteragdes ndo ocorreram com o0
colageno do tipo III. O coldgeno do tipo III diminuiu no segundo dia apods instilacdo e
posteriormente aumentou e retornou os mesmos valores do grupo controle no 21° dia.

O presente estudo apresentou aumento significativo do colageno tipo III em ambos os
grupos induzidos ao enfisema por PPE. Vlahovic et al. (1999) estudaram septos alveolares de
tecido de humanos com enfisema pulmonar e identificaram o remodelamento na MEC com
aumento de fibras elasticas e colagenas. Este achado também foi observado em modelos de
enfisema em roedores (KONONOV et al., 2001). Ito et al. (2005) também encontraram aumento
de colageno no pulmao de animais expostos a PPE através da quantificacdo de hidroxiprolina
no tecido pulmonar. Estes autores sugerem que o remodelamento de coldgeno dentro dos
pulmdes ¢ iniciado apds a lesdo elastolitica.

A progressao do enfisema ndo € apenas devido a degradacdo de elastina, mas também
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ao conjunto de fatores que levam ao remodelamento do coldgeno, culminando em fibrose das
vias aéreas pequenas e disfuncdo pulmonar (LUCEY et al., 1998). Hoffman et al. (2010)
demonstraram em ratos adultos que a qualidade da MEC influencia na capacidade de
regeneragao do pulmao. Assim, a degradagdo da elastina e a deposi¢ao de coldgeno durante o
remodelamento podem contribuir na progressdo da doenga € no comportamento funcional do
pulmdo (SUKI; LUTCHEN; INGENITO, 2003; WRIGHT; CHURG, 1995).

O presente estudo sugere que o grau de destruicdo do tecido pulmonar e o
remodelamento apresentado pelo parénquima pulmonar apoés a induc¢ao do enfisema por PPE
pode ter influéncia direta nas medidas da mecanica respiratoria. Finlay et al. (1996) relataram
que a ultraestrutura do coldgeno no pulmao de individuos com enfisema revela fibras espessas
e desorganizadas ap6s o remodelamento. Brewer et al. (2003) sugerem que as paredes
alveolares de ratos tratados com PPE sofrem remodelamento, e que as paredes alveolares e as
fibras colagenas sdo provavelmente mais frageis no enfisema como consequéncia do processo
de degradagdo e remodelamento. Assim, o colageno do parénquima corresponde a um
importante componente da complacéncia pulmonar (SNIDER; SHERTER, 1977). Outros
estudos tém relatado que a sintese de coldgeno pelos fibroblastos ¢ resultado do processo de
reparo destes danos pulmonares (GARDI et al., 1994; KUHN et al., 1976). Entretanto, este
processo de reparo ndo restaura a estrutura e fun¢cdo normal do tecido levando a alteragdes

fisiopatologicas (LAURENT, 1991).
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7 CONCLUSAO

No presente estudo foi possivel reproduzir o enfisema pulmonar promovendo lesao,
destruicdo alveolar e remodelamento tecidual utilizando o modelo de instilacdo intratraqueal de
PPE 0,3 e 0,6U e concluiu-se que:

1- A medida da mecanica respiratoria em camundongos induzidos ao enfisema por PPE
foi capaz de detectar alteragdes fisiologicas na elastancia tecidual do modelo de fase constante
que foram posteriormente confirmadas pela morfometria. O modelo de enfisema induzido por
PPE 0,3U promoveu atenuagdo da responsividade das vias aéreas apds o uso de MCh 100
mg/mL, sugerindo que a relagdo entre as dreas em colapso e/ou hiperinsufladas aumentadas e a
perda da integridade do epitélio pulmonar aumentam a heterogeneidade dos pulmdes.

2- Ambos os grupos enfisema induzido por PPE apresentaram alteracdes morfologicas
semelhantes ao encontradas no enfisema humano.

3- O conteudo proteico de elastina foi reduzido no grupo enfisema induzido por PPE
0,6U e, inversamente, a quantidade de coldgeno tipo III aumentou no parénquima pulmonar dos
animais que receberam ambas as doses de PPE, indicando o processo de destruigdo e

remodelamento dos componentes da MEC compativel com o enfisema pulmonar humano.
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