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RESUMO

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) é uma das principais causas de morte e
incapacitacdo no mundo. E um problema de satde plblica cuja fisiopatologia necessita ser
melhor elucidada. Logo, o presente estudo objetivou desenvolver modelos de enfisema
induzido por elastase pancreética de porco (PPE) na tentativa de obter alteracbes morfo-
funcionais do pulmdo que possam se assemelhar ao enfisema humano e, assim, propiciar
melhor entendimento fisiopatoldgico. Foram utilizados 36 camundongos Swiss machos (25-
30g) que foram aleatoriamente subdivididos em grupo controle e grupo enfisema. O grupo
controle (subdividido em Sal x 1 e Sal x 2) recebeu instilacdo intratraqueal de solucéo
fisioldgica, dose Unica e dupla e; o grupo enfisema (subdividido em 0,3U x1, 0,3U x 2, 0,6U x
1 e 0,6U x 2) recebeu instilacdo intratraqueal de elastase 0,3U ou 0,6U , dose Unica (x1) e
dupla (x2). Vinte dias apds a primeira instilacdo, todos os animais foram sedados,
anestesiados e paralisados. Os parametros da mecanica pulmonar: pressdo resistiva (AP1,L),
viscoelastica (AP2,L) e elastancia estatica (Est,L) foram aferidos pelo método de oclusédo ao
final da inspiracdo. Os pulmdes foram preparados para a analise morfométrica e quantificacdo
de fibras elasticas e colagenas no tecido pulmonar. A exposi¢cdo pulmonar a PPE promoveu
alteracdo funcional no grupo 0,3U x 2 através da reducdo do recuo elastico; alteracdo
estrutural no pulmao através do aumento do didmetro alveolar médio nos grupos 0,6U x 1 e
0,3U x 2; aumento do influxo de células inflamatdrias no parénquima pulmonar em todos 0s
grupos induzidos ao enfisema; reducdo do conteddo de fibras elasticas no parénquima
pulmonar em todos os induzidos ao enfisema e aumento do contetdo de fibras colagenas nos
animais do grupo 0,6U x 1 e 0,6U x 2. Em conclusdo, todos os modelos empregados para a
inducdo do enfisema pulmonar por elastase neste estudo apresentaram caracteristicas
morfologicas similares a encontradas em humanos, sendo que o grupo 0,3U x 2 foi o Unico a

apresentar alteracbes morfo-funcionais.

Palavras-chave: Enfisema pulmonar. Elastase Pancredtica. Camundongo. Mecanica

respiratoria. Histologia.



ABSTRACT

The chronic obstructive pulmonay disease (COPD) is a major cause of death and disability
worldwide. It is a public health problem and the pathophysiology needs to be better
elucidated. Therefore, the present study aimed to develop models of pancreatic elastase-
induced emphysema (PPE) in an attempt to obtain lung functional and morphological changes
that resemble human emphysema and, thus, improve the understanding of its
pathophysiology. Thirty-sixs Swiss male mice (25-30g) were randomly divided into control
group and emphysema. The control group (subdivided into Sal x 1 and Sal x 2) received
intratracheal instillation of saline while emphysema group (subdivided into 0,3 U x 1, 0,3 U x
2,06 Ux 1, 0,6 U x 2) received intratracheal instillation of elastase 0,3 U or 0,6 U, single
(x1) and double (x2). Twenty days after the first instillation, all animals were sedated,
anesthetized and paralyzed. Lung mechanical parameters: resistive pressure (API1,L),
viscoelastic (AP2,L) and elastance (Est, L) were measured by end-inflation occlusion method.
Lungs were prepared for analysis of morphometry and quantification of elastic and collagen
fibers in lung tissue. The pulmonary exposure to PPE led to functional changes in 0.3U x 2
group by reducing the elastic recoil; lung morphological modifications by increasing the mean
linear intercept in 0,6U x 1 and 0,3U x 2 groups; increased of inflammatory cells influx in the
lung parenchyma and reduced of elastic fiber content in alveolar septa in all groups, and
increased collagen fiber deposition in 0,6U x 1 and 0,6U x 2 groups. In conclusion, all
developed elastase induced-emphysema models in the present study presented morphological
changes similar to those found in human emphysema, but only 0.3 U x 2 group showed

functional and morphological changes.

Keywords: Pulmonary emphysema. Pancreatic elastase. Mouse. Respiratory mechanics.
Histology.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A denominacdo da Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) engloba uma série
de doencas de diferentes etiologias que tém em comum a presenca de obstrucdo ao fluxo
aéreo ndo completamente reversivel. A limitacdo ao fluxo aéreo é geralmente progressiva e
associada a uma resposta inflamatoria anormal dos pulmdes a particulas e/ou a gases irritantes
(INOUE et al., 2010a). Dentre os pacientes com DPOC, aproximadamente 20% apresentam
enfisema pulmonar, enquanto os outros 80% tém bronquite crbnica ou, ainda, uma
combinacéo destas duas afeccbes (MONTEIRO et al., 2004).

O principal fator de risco para o desenvolvimento e progressao da DPOC é a fumaga
de cigarro (acima de 80%) (HOGG, 2004; BRABER et al., 2010). Entretanto, a poluigéo
aérea tem alcancado destaque no desenvolvimento, na aceleracdo, na exacerbacdo e na
mortalidade da DPOC (ZANOBETTI; BIND; SCHAWARTZ, 2008; INOUE et al., 2010a).

Esta patologia é mais comumente vista em fumantes a longo-prazo e sua progressao
aumenta com a idade (CROXTON et al., 2002; MANNINO; BUIST, 2007; INOUE et al.,
2010Db).

1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA DPOC

A DPOC é uma das principais causas de morte e incapacitacdo em todo mundo;
estimativas revelam que ha 210 milhdes de individuos afetados no mundo sendo mais de 16
milhdes sé nos Estados Unidos (BARNES, 2003). Ao contrario de diversas doencas cronicas
que estdo em declinio, a progressdo da DPOC ¢é alarmante, exibindo nimeros mundialmente
crescentes (PAUWELS et al., 2001). Atualmente, é a quinta causa de morte (PAWELS;
RABE, 2004; WRIGTH; CHURG, 2008), porém prevé-se que até 2020 sera a terceira causa
de morte mais frequente no mundo, sendo superada apenas pela doenga cardiaca isquémica e
pela doenca vascular cerebral (PAUWELS et al., 2001).
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Estimativas revelam que a prevaléncia mundial da DPOC, em adultos acima de 40
anos de idade, é cerca de 9-10% (HALBERT et al., 2006) sendo também maior em homens
do que mulheres (LUTHJE et al., 2009). No entanto, ha grande variacdo regional desta
medida, quer por diferenca na exposicdo das populacdes aos fatores de risco, quer por
diferencas nas definicbes de DPOC utilizadas em muitos estudos epidemioldgicos. Esta
prevaléncia aumenta progressivamente com a idade, acompanhando a perda funcional
pulmonar que ocorre em todos os individuos (MENEZES et al., 2005).

No Brasil, a DPOC ¢ responsavel por cerca de 30 mil dbitos/ano, sendo a quinta causa
de morte mais freqliente. Estima-se que haja, atualmente, trés milhdes de portadores da
doenca em nosso pais e a cada ano sdo hospitalizados 280 mil brasileiros com DPOC
(MONTEIRO et al., 2004).

1.3 DEFINICAO DE ENFISEMA PULMONAR

O enfisema foi descrito inicialmente por Laennec (1834) a partir de observacdes em
cortes necroscopicos superficiais de pulmdes humanos, atribuindo a lesdo a atrofia do tecido
pulmonar resultante da hiperinsuflacdo pulmonar. O enfisema foi, entdo, redefinido como
uma “anormal e permanente dilatacdo dos espacos aéreos distais ao bronquiolo terminal”
(Ciba Guest Symposium Report, 1959). Esta definicdo foi posteriormente modificada
incluindo-se “destrui¢do da parede alveolar sem fibrose evidente” (SNIDER et al., 1985).

Atualmente, o enfisema é caracterizado pela destruicdo da matriz extracelular alveolar
que resulta no alargamento do espaco aéreo e reducdo na area de troca alvéolo-capilar,
levando a obstrucdo parcialmente reversivel do fluxo aéreo que é frequentemente progressiva
e associada com a resposta inflamatdria do pulméo a gases ou particulas toxicas (INOUE et
al., 2010b).
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1.4 CLASSIFICACAO DO ENFISEMA PULMONAR

Todas as alteracbes anatdmicas que caracterizam o enfisema podem atingir apenas
uma parte do &cino ou toda a estrutura acinar, indicando a etiologia e 0 comportamento
fisiopatolégico do enfisema (FUSCO et al., 2002).

O enfisema centrolobular apresenta o acino pulmonar comprometido associado a um
alargamento ou destruicdo dos bronquiolos respiratorios, predominantes em zonas apicais,
frequente nos individuos tabagistas (KIM et al., 1991; SNIDER, 2000).

O enfisema panacinar, encontrado em pacientes portadores de deficiéncia de a-1
antitripsina (SNIDER; LUCEY; STONE, 1986), resulta em uma destruicdo uniforme das
paredes alveolares e alargamento difuso do &cino pulmonar, predominante em zonas basais
(KIM et al., 1991; SNIDER, 2000).

O enfisema acinar distal ou parasseptal compromete a regido periférica do &cino,
ductos e sacos alveolares (TARANTINO, 1990). O enfisema parasseptal localizado encontra-
se associado ao pneumotorax espontaneo, em adultos jovens, e bolhas pulmonares em idosos.
Enfisema unilateral ou sindrome de MacLeod ocorre devido a complicacBes decorrentes de
infeccBes causadas por variola ou adenovirus na infancia (DUNNILL, 1982) e o enfisema
lobular congénito surge, geralmente, em criancas antes do sexto més de vida (TARANTINO,
1990).

1.5 PATOGENESE DA DPOC

1.5.1 Desequilibrio protease-antiprotease

A hipotese que prevalece desde 1960 para a patogénese da DPOC tem sido a teoria do
desequilibrio protease-antiprotease. De acordo com esta teoria, a exposi¢do cronica a fumaca
do cigarro leva a invasdo de células inflamatdrias dentro das vias aéreas, que por sua vez,
liberam grande quantidade de proteases, levando ao desequilibrio protease-antiprotease com
destruicdo do tecido pulmonar (AOSHIBA; YOKOHORI; NAGAI, 2003). Deste modo, esta
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alteracdo do balango entre proteases e antiproteases nos pulmdes de pacientes portadores de
DPOC, resulta em atividade proteolitica (DEMEDTS et al., 2005) e conseqliente destruicdo
do parénquima pulmonar acarretando o enfisema pulmonar. Este aumento da atividade
proteolitica pode ser consequiéncia da inflamacdo (liberacdo de enzimas proteoliticas por
células inflamatérias como neutréfilos e macréfagos) ou devido a fatores genéticos
(deficiéncia de a-1 antitripsina) (DEMEDTS et al., 2006).

Na DPOC, dentre as proteases derivadas de neutréfilos merecem destaque: proteinases
neutrofilicas, elastase neutrofilica, catepsina G neutrofilica, metaloproteinase neutrofilica
(gelatinase B e colagenase neutrofilica) e; as derivadas de macréfagos: cisteina (tiol)
proteinase do macréfago (lisossomol-tiol-proteinase e catepsinas B, H, L e S) e
metaloproteinases do macrofago (colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e
metaloelastases). Todas atuam como enzimas que degradam substancias especificas da matriz
celular como a elastase neutrofilica que possui atividade contra as proteinas de matriz, em
especial a elastina e; as metaloproteinases neutrofilicas que atuam na degradacéo do colageno
intersticial, da gelatina, da membrana basal e da elastina (RUFINO; SILVA, 2006).

Entre os inibidores de proteiases (antiproteases) envolvidos na DPOC estdo a al-
antitripsina, a2-macroglubulina, inibidores de leucoproteases e inibidores de
metaloproteinases (TIMP1 e TIMP2). A al-antitripsina € uma glicoproteina sintetizada
primariamente pelo figado, sendo o principal inibidor da atividade proteolitica da elastase
neutrofilica e de outras proteinases, sendo que a inibicdo das proteinases neutrofilicas da-se
com maior rapidez do que com outras proteinases (SHAPIRO, 1994; FINLAY et al., 1997,
RUFINO; SILVA, 2006). A exposicdo a fumaca do cigarro potencializa a lesdo pulmonar,
reduzindo a atividade desta molécula como antiprotease em aproximadamente 2000 vezes,
sendo um importante fator no desenvolvimento do enfisema pulmonar (CAMELIER et al.,
2008). A deficiéncia genética desta proteina estd relacionada com o desenvolvimento do
enfisema em idades precoces, terceira ou quarta década de vida de individuos fumantes e, por
volta da quinta ou sexta década em individuos que nunca fumaram (FREGONESE; STOLK,
2008).

As a2-macroglobulinas sdo sintetizadas na corrente sanguinea e inibe Vérias
proteinases (SHAPIRO, 1994; RUFINO; SILVA, 2003). Os inibidores de leucoproteinase sao
produzidos pelas células epiteliais das vias aéreas e pelos pneumocitos tipo 2 e inibem
elastase neutrofilica, catepsina G e outras proteinases (SHAPIRO, 2000; RUFINO; SILVA,

2006). Com relacdo aos inibidores de metaloproteinases, estes sdo secretados por varias
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células como pelos macrofagos e inibem metaloproteinases especificas (SHAPIRO, 1994;
FINLAY etal., 1997; SHAPIRO, 2000; RUFINO; SILVA, 2006).

1.5.2 Apoptose

A apoptose celular ¢ o0 mecanismo relacionado a destruicdo das estruturas pulmonares
vista no enfisema (KASAHARA et al., 2000; SHAPIRO, 2000; AOSHIBA; YOKOHORI;
NAGAI, 2003).

Os mecanismos envolvidos na apoptose (morte celular programada) s&o muito
complexos, dentre eles: reducdo nos fatores de crescimento, aberracGes mitéticas, perda do
contato com a matriz extracelular, inducdo direta por células imunoldgicas e danos causados
por estresse (MORISSETE; PARENT; MILOT, 2009).

Estudos recentes tém mostrado aumento no nimero de celulas apoptéticas epiteliais
(KASAHARA et al.,, 2001; SEGURA-VALDEZ et al., 2000) e endoteliais (SEGURA-
VALDEZ et al., 2000; DEMEDTS et al., 2006) nos pulmdes com enfisema (KASAHARA et
al.,, 2001; SEGURA-VALDEZ et al., 2000). Outros estudos descreveram que além do
aumento das células apoptéticas ha incremento da expressdo de caspase-3 no enfisema (IMAI
et al., 2005; DEMEDTS et al., 2006). Além disso, a expressao das proteinas relacionadas com
a manutencdo das células endoteliais: fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
receptor de fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR) encontra-se reduzida no
enfisema, favorecendo a morte das células epiteliais e endoteliais alveolares e contribuindo na
patogénese da DPOC (KASAHARA et al., 2001; DEMEDTS et al., 2006).

Em modelos animais de enfisema induzidos por inativacdo de VEGF e VEGFR, a
apoptose de células epiteliais e endoteliais acarreta o enfisema, entretanto, tais modelos
apresentam pouca atividade inflamatéria nos pulmdes (AOSHIBA; YOKOHORI; NAGAI,
2003; DEMEDTS et al., 2006).

Estudos relataram que o aumento da atividade proteolitica nos pulmdes interfere no
processo de apoptose. Aoshiba e colaboradores (2003) relataram que a atividade elastolitica
induziu apoptose em células epiteliais pulmonares de camundongos com enfisema. Ademais,
proteases como a metaloproteinase (MMP) ativam ligante de faz contribuindo para o processo
de apoptose (POWELL et al., 1999; DEMEDTS et al., 2006).
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1.5.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € outro fator envolvido na patogénese do enfisema (BARNES;
SHAPIRO; PAUWELS, 2003; DEMEDTS et al., 2006) e resultam em prejuizos aos lipideos,
as proteinas e ao material genético (DNA) (REPINE; BAST; LANKHORST, 1997,
MACNEE, 2001; HENRICKS; NIJKAMP, 2001; BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003).

No caso do enfisema, moléculas oxidantes tém duas principais origens: a) a primeira é
devido a exposicdo a fumaca do cigarro, uma vez que o fumo contém mais de 1.017 particulas
e muitas apresentam alto poder oxidante como o anion superdéxido (O), o radical hidroxil
((OH) e o peréxido de hidrogénio (H,O;) (RUFINO; SILVA, 2006; PRYOR, 1997;
MORISSETTE; PARENT; MILOT, 2009). b) a segunda origem vem da inflamacéo cronica
inerente ao enfisema que persiste mesmo apos a cessacdo do fumo (WILLEMSE et al., 2004);
macrofagos e neutrofilos sdo ativados nos pulmdes enfisematosos e produzem mais espécies
reativas de oxigénio (ROS), levando a danos oxidativos importantes (DAHLGREN;
KARLSSON, 1999; BRITTON et al., 1995; SCHUNEMANN; FREUDENHEIM; GRANT,
2001; BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003). De fato, comparando pulmdes de fumantes
com enfisema, fumantes sem enfisema e ex-fumantes, maiores danos em proteinas e lipideos
sdo observados nos pulmdes com enfisema (RAHMAN et al., 2002; MORISSETTE;
PARENT; MILOT, 2009). Porém, embora mediadores inflamatérios também aumentem a
producdo de oxidantes na inflamacéo, ainda ndo esta claro se a exclusdo destes mediadores
poderia ainda resultar na lesdo tecidual pulmonar (VALENCA; PORTO, 2008).

O estresse oxidativo pode levar a apoptose em células endoteliais e epiteliais e induzir
danos a matriz extracelular, contribuindo para o desenvolvimento do enfisema (MAJO;
GHEZZO; COSIO, 2001; KASAHARA et al., 2000; TUDER; GRATH; NEPTUNE, 2003;
DEMEDTS et al., 2006). Além disso, o estresse oxidativo influencia no desequilibrio de
protease-antiprotease pela ativagdo de proteases e inibicdo das antiproteases, acelerando a
degradacéo da elastina no parénquima pulmonar (TAGGART et al., 2000, BARNES, 2003).
Adicionalmente, os oxidantes contribuem para a reacdo inflamatdria pela ativacao do fator de
transcricdo NF-kB, induzindo assim a transcrigdo de genes pro-inflamatérios (DEMEDTS et
al., 2006).

No pulméo, antioxidantes como a superdxido dismutase, a catalase e a glutationa
peroxidase reduzem o estresse oxidativo (RAHMAN; BISWASSK, 2006). Compostos com
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atividade antioxidante previnem o processo de apoptose reduzindo o dano ao parénquima
pulmonar e consequentemente o enfisema (MORISSETTE; PARENT; MILOT, 2009).

1.5.4 Processo inflamatorio

Os neutrofilos sdo abundantes no sangue, mas praticamente ausentes nos tecidos
pulmonares em pessoas saudaveis. Em uma reacdo inflamatdria produzem-se varios fatores
quimiotéxicos para estas células que rapidamente migram para o sitio de inflamacéo, onde
exercem funcdo fagocitica e liberam substancias lesivas aos tecidos, desempenhando papel
central na fisiopatologia do enfisema (DALLEGRI; OTTONELLO, 1997; WAGNER; ROTH,
2000; RUFINO; SILVA, 2006; BARNES, 2003).

No caso do tecido pulmonar, had indicios que fumantes apresentam infiltracdo
neutrofilica nos pulmdes (MACNEE et al., 1989). Substancias proteicas sdo liberadas dos
granulos de neutrofilos, como elastase neutrofilica, fosfatase acida, betaglucoronidases,
mieloperoxidases, metaloproteinases (MMP-8, MMP-9), lipocaina associada a gelatinase,
proteinase 3 (PR3) e catepsina G (CG); e tais substancias podem participar direta ou
indiretamente da destruicdo do parénquima pulmonar. Além disso, estas células contribuem
para a destruicdo do parénquima pela liberacdo de oxidantes como anion superéxido
(CONDLIFFE; KITCHEN; CHILVERS, 1998; BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003).

Outros produtos com capacidade de promover quimiotaxia e ativacdo de outros
neutréfilos, como IL-8 e o leucotrieno B4 (LTB4), sdo liberados pelos neutréfilos. Tais
mediadores amplificam e perpetuam o processo inflamatorio neutrofilico, contribuindo para o
desequilibrio entre producdo e degradacdo de proteinas de matriz extracelular, levando a
destruicdo da parede alveolar (JEFFERY, 1999; HASLETT, 1999; RUFINO; SILVA, 2006).

Os macrofagos apresentam um importante papel no desenvolvimento da DPOC,
encontrando-se em nimero aumentado no parénquima pulmonar, especialmente nos espagos
alveolares, sendo o tipo celular mais freqliente dentre os que residem no pulméo. Sdo células
derivadas da medula Ossea e do mondcito sanguineo e desempenham vérias funcdes:
fagocitam particulas ou antigenos, participam da apresentacdo de antigenos aos linfocitos T e
sdo capazes de liberar vérias citocinas e metabdlitos ativos do acido araquiddénico
(NIEWOEHNERN; KLEINERMAN; RICE, 1974; HOGG; SENIOR, 2002).
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Em individuos com enfisema, ha um aumento de 25 vezes no nimero de macréfagos
no tecido e no espaco alveolar comparado com fumantes normais (RETAMALES et al.,
2001). Ha evidéncias que estas células podem ter sobrevida prolongada em pulmdes de
fumantes e de pacientes portadores de DPOC (TOMITA et al., 2002).

Macrofagos ativados pela exposicdo a fumaga do cigarro liberam mediadores
inflamatorios incluindo: IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-a e &, IL-10, IL-12, IL-15, fator inibit6rio de
macrofagos; metabdlitos do acido araquidénico; metabolitos de oxigénio — anion superédxido
(Oy), peroxido de hidrogénios (H,0;) e radical hidroxila (.OH); enzimas elastocisticas —
metaloproteinases (MMP-2, MMP-19, MMP-12), catepsinas K, L e S, elastases e Oxido
nitrico (RUFINO; SILVA, 2006; BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003).

As metaloproteinases que participam da degradacdo de proteinas da matriz, também
desempenham papel na inflamacdo, uma vez que, propiciam a liberacdo de citocinas e
quimiocinas inflamatorias (VALENCA; PORTO, 2008). Células epiteliais também podem ser
uma importante fonte de mediadores inflamatorios e proteases na DPOC. Quando ativadas
pela fumaca do cigarro produzem mediadores inflamatorios incluindo TNF-a, IL-1p, IL-8
(MIO et al., 1997; HELLERMANN et al., 2002; FLOREANI et al., 2003).

1.5.5 Ativacao imunoldgica

Evidéncias acumuladas nos ultimos anos sugerem que a DPOC é uma doenca com
forte participacdo de linfécitos T CD8+ citotdxicos. A associagdo e o equilibrio da imunidade
inata, feita por neutrdfilos, macrofagos e células Natural Killer (NK), entre outras, e da
imunidade adaptativa, que dependem preferencialmente dos linfécitos, fortalecem o sistema
de defesa contra microorganismos potencialmente patogénicos e outros antigenos (LIU et al.,
1996).

H& um aumento no nimero total de linfécitos T no parénquima pulmonar de pacientes
com DPOC, com um grande aumento de células CD8+ e CD4+ (RETAMALES et al., 2001,
FINKELSTEIN et al., 1995; MAJO; GHEZZO; COSIO, 2001; SAETTA et al., 1999;
O’SHAUGHNESSY et al., 1997). H& uma correlacdo positiva entre 0 nimero de celulas T e
quantidade de destrui¢éo alveolar (BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003).
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Alguns autores evidenciaram aumento da concentracdo de linfocitos CD8+ nos
pulmdes de pacientes fumantes com DPOC (O’SHAUGHNESSY et al., 1997; SAETTA et
al., 1998), bem como no sangue periférico. Porém, o0 mecanismo pelo qual as células CD8+, e
em menor extensdao CD4+, acumulam-se nos pulmdes ainda ndo é compreendido, acredita-se
que tais células perpetuem o processo inflamatério (DE JONG et al., 1997; RUFINO; SILVA,
2006 ).

Células Natural Killer (NK, CD56+) séo células que participam da defesa contra
infeccdes virais e encontram-se reduzidas na circulacdo de pacientes com DPOC (PRIETO et
al., 2001) e em fumantes normais (ZEIDEL et al., 2002). Com relacédo as células dentriticas, é
provavel que desempenhem um importante papel na resposta pulmonar a fumaca do cigarro e
a outros agentes inalatérios nocivos, pois ativam uma variedade de células imunes e
inflamatdrias, podendo ser elemento chave na DPOC. Além disso, estudos indicam que
celulas epiteliais também podem estar envolvidas na resposta imune adaptativa
(BANCHEREAU et al., 2000).

1.6 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ENFISEMA PULMONAR

Na tentativa de melhor compreender aspectos fisiopatoldgicos e mecanismos
envolvidos na génese do enfisema pulmonar para obter estratégias terapéuticas efetivas,
varios modelos experimentais tém sido empregados. Entretanto, existem limitacdes para o uso
de modelos experimentais em animais, uma vez que sdo modelos ndo espontaneos da doenga
e ndo mimetizam por inteiro o fendtipo da doenga (GRONEBERG; CHUNG, 2004). A
escolha de qualquer modelo animal (espécie ou linhagem) apresenta restricdes que devem ser
consideradas: 1) diferencas entre as espécies quanto ao desenvolvimento e a maturacdo dos
pulmdes; 2) diferencas entre espécies quanto a anatomia pulmonar, e 3) diferengas entre
espécies e linhagens da mesma espécie quanto a suscetibilidade aos agentes que causam
injurias (WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008).

Atualmente os métodos mais utilizados para a inducéo de enfisema séo:

1) Instilagdo de proteases: Esse modelo procura mimetizar o enfisema ocorrido em humanos
fumantes com base na hipotese protease-antiprotease. Essa hipotese (ja anteriormente citada)

foi desenvolvida a partir de observagdes realizadas por Laurell e Eriksson (1963) que
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identificaram que pacientes com deficiéncias de al-antitripsina desenvolviam precocemente
enfisema. Posteriormente, Gross et al (1965) descreveram a indugdo do enfisema com a
instilacdo de proteases de plantas (papaina). A partir de tais estudos chegou-se ao
conhecimento de que o cigarro promovia o influxo de células inflamatorias no trato
respiratdrio inferior a partir da liberacdo de proteases que destroiam a matriz do parénquima
pulmonar. H& uma variedade de enzimas que podem ser usadas para provocar a destrui¢ao
(“digestao’) das elastinas pulmonares para caracterizacdo patoldgica do enfisema e varios sdo
0s tipos de animais utilizados (JANOFF, 1985; WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008).

Existem pontos positivos e negativos na administragdo de protease por meio de
instilacdes (intratraqueal) ou inalacdo (aerosol). Os pontos positivos séo: desenvolvimento
rapido do enfisema (cerca de 20 dias), na qual se pode ter o dominio do desenvolvimento e da
gravidade do enfisema pela selecdo da enzima (elastase pancreatica de porco — PPE ou
elastase de neutr6filos humano - HNE) e da dose administrada. E aceito que a exposicdo do
pulmédo a esta enzima em roedores promova inflamagdo pulmonar aguda (LUCEY et al.,
2002; HAYES; KORTHY; SNIDER, 1975) seguida por mudancas morfologicas (SNIDER;
LUCEY; STONE, 1986) e comprometimento da funcdo pulmonar (TEPPER et al., 2000;
MAO et al., 2002), assemelhando-se assim ao enfisema humano (INOUE et al., 2010b). Além
disso, ha a possibilidade de se utilizar inibidores enziméaticos para melhor ajuste da doenga em
animais experimentais. Hantos et al., (2008) argumentam que o tratamento com elastase
(PPE) em camundongos produz dano pulmonar similar ao enfisema dos seres humanos que
fumam durante 5 anos. Alguns pontos negativos estdo relacionados a falta de informacdes
sobre os mecanismos de agéo da elastase (WRIGHT; CHURG, 2008).

2) Inalacdo de fumaca de cigarro: O primeiro modelo utilizando-se fumaca de cigarro em
cobaias foi apresentado por Wright e Churg (1995). Tal modelo parece ser o mais fiel na
retratacdo das alteracGes progressivas da funcdo pulmonar (melhor retrata a forma moderada
do enfisema centrolobular) e desenvolvimento da metaplasia de células caliciformes das vias
aéreas que ocorrem com 0s seres humanos. Apesar disso, faltam ferramentas para o estudo
molecular (por ex.: anticorpos e reagentes) do enfisema em cobaias. Ratos e camundongos nao
apresentam 0 mesmo padrdo de respostas das cobaias, no entanto, camundongos sdo bastante
utilizados (GUERRASSIMOV et al., 2004; TAKUBO et al., 2002; DHAMI et al., 2000).
Outro ponto que merece destaque € que ndo ha uma padronizagdo desse modelo de inducéo do
enfisema. H& variagGes de laboratorio para laboratério principalmente quanto ao sistema e ao

protocolo de exposicdo a fumaca de cigarro e tipos de cigarros utilizados. Esse modelo requer



23

longo e cuidadoso tempo de exposicdo a fumaca do cigarro e as lesdes ndo progridem apos
cessada a exposicdo (WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008).

Além da instilacdo de proteases, ha modelos que utilizam instilacdo repetida de LPS
intratraqueal para produzir resposta inflamatdria exacerbada. Além da inalacdo da fumaca de
cigarro, outros modelos eficazes no desenvolvimento de DPOC tém sido empregados como a
exposicdo a diferentes gases como SO,, NO,, material particulado e gases oxidantes
(BISELLI, 2008; WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

A DPOC é uma das principais causas de morte e incapacitacdo em todo mundo
(BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003), é responsavel por um quarto do total da
populacdo adulta hospitalizada com problemas respiratérios e esta em primeiro lugar nas
estatisticas de mortalidade por doencas respiratorias. Porém, o enfisema pulmonar trata-se de
um problema de saude puablica cuja fisiopatologia perdura controversa. O estudo da
fisiopatologia do enfisema em seres humanos € restrito ao uso de observacoes morfoldgicas e
moleculares de fragmentos de tecidos extraidos de pacientes submetidos a cirurgia e 0s
modelos animais desta doenca apresentam limitagdes uma vez que ndo séo espontaneos e ndo
mimetizam por inteiro o fenétipo da doenca (WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008).

Os modelos atualmente existentes sdo em ratos, camundongos e cobaias que Sao
expostos a fumaca do cigarro, a proteases (como por exemplo, as elastases), animais
geneticamente modificados entre outros, ndo sendo esses amplamente aceitos pela
comunidade cientifica. Nesse contexto, o presente estudo objetiva desenvolver modelos de
enfisema induzidos por elastase na tentativa de obter ndo sO alteracGes estruturais, como
também inflamatorias e funcionais pulmonares que se assemelhem ao enfisema humano,

propiciando melhor entendimento fisiopatoldgico da doenca.
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3 OBJETIVO

O presente estudo visa a desenvolver modelos de enfisema induzido por elastase, na
tentativa de obter alteragdes morfo-funcionais pulmonares similares aquelas observadas em

humanos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Analisar as propriedades elasticas, resistivas e viscoelasticas do pulmao;
2) Quantificar os achados morfométricos pulmonares para dar suporte aos achados funcionais;
3) Quantificar o conteudo de fibras elasticas e coldgenas no septo alveolar com o intuido de

avaliar o remodelamento do parénquima pulmonar.
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4 METODOS

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 36 camundongos Swiss machos (25-30g) oriundos do biotério do
Laboratorio de Investigagdo Pulmonar do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, foram divididos, inicialmente e de forma aleatoria,
em dois grupos principais: grupo controle e grupo enfisema.

Todos os animais receberam cuidados conforme o guia preparado pelo comité de
cuidados e uso dos animais de laboratério do Conselho Nacional de Pesquisas dos Estados
Unidos da América (U.S. Department of Health and Human Care Services, 1985). O projeto
foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Alfenas — MG (Protocolo
256/2009) e do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(CEUA-019).

Todos os animais foram inicialmente abrigados no biotério do Laboratério de
Investigacdo Pulmonar no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, alimentados com dieta padrdo e dgua ad libitum, com ciclo diario de 12

horas de exposicdo a luz para aclimatizacdo em suas gaiolas.

4.2 PREPARO DOS ANIMAIS

Para a realizacdo de cada instilagdo, os camundongos foram pesados, anestesiados
com sevofluorano e submetidos a uma pequena cirurgia para a abertura de 6stio anterior na
traquéia, onde a devida solugdo foi administrada por seringa (Hamilton) conectada agulha
gengival (3G) através de uma céanula de polietileno.

As instilagbes intratraqueais de salina foram administradas nos animais do grupo
controle e as instilagdes de elastase pancreatica de porco (PPE) (Sigma, St. Louis, MO) na
dose 0,3 ou 0,6U foram administradas para a indugdo do enfisema pulmonar no grupo

enfisema.
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No 10° dia da primeira instilagdo, metade dos animais recebeu uma segunda dose.

Apobs 20 dias, todos os animais foram submetidos & analise mecénica pulmonar e
retirada dos pulmdes para a histologia pulmonar.

A medida da mecénica pulmonar e a analise da histologia por microscopia éptica
foram realizadas no Laboratério de Investigacdo Pulmonar, no Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho (IBCCF®) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo salina (50 pl, intratraqueal) e grupo
enfisema (elastase na dose de 0,3U ou 0,6U, no volume de 50 plL). O grupo salina foi
subdivido em: grupo Sal x 1- animais instilados com salina uma Unica vez e grupo Sal x 2 —
animais que receberam salina dose dupla. O grupo enfisema foi subdividido em grupo 0,3U X

1 — animais instilados com dose Unica de 0,3U de elastase; grupo 0,3U X 2 — animais

instilados com dose dupla de 0,3U de elastase;_grupo 0,6U x 1 — animais instilados com dose

Unica de 0,6U de elastase e grupo 0,6U x 2 — animais instilados com dose dupla de 0,6U de

elastase (Figura 1). A segunda dose de salina ou elastase (grupo Sal, 0,3U e 0,6U x 2) foi
realizada 10 dias ap0s a primeira instilacdo. Decorrido 20 dias da primeira instilacdo, todos o0s

grupos foram submetidos a analise da mecénica e histologia pulmonares.

Camundongos Swiss
25-30g (n=36)

Grupo Salina Grupo Enfisema
Salina 0,3U 0,6U
Salx1| | Salx2 0,3Ux 1 0,3Ux2 0,6Ux 1| 0,6Ux2
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6

Figural- Representacdo esquematica dos grupos experimentais.
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4.4 MECANICA PULMONAR

Vinte dias ap6s a primeira instilacdo, os animais foram sedados com diazepam (1 mg
i.p.), em seguida pesados (balanca Filizola, modelo BR, Industrias Filizola SA, SP, Brasil) e,
entdo, anestesiados com tiopental sédico [Sodium Pentothal®, Abbott Laboratories, Chicago,
Illinois, EUA (20 mg/kg, i.p.)].

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa sob foco
cirargico em decubito dorsal, sendo seus membros fixados por esparadrapo. Os membros
superiores foram mantidos horizontalmente abduzidos a 90 graus em relagéo ao corpo e 0s
membros inferiores estendidos em diagonal. Apds o posicionamento cirargico, foi realizada
traqueotomia com introducdo de jelco 20G com 32 mm de comprimento e 0,8 mm de
didametro interno, sendo a canula fixada a traquéia por meio de fios de algoddo. Os animais

foram paralisados com injecéo intravenosa de brometo de vecurdnio (0,005 mg/kg).

Os camundongos foram, entdo, acoplados a prétese ventilatéria e ventilados por um
ventilador de fluxo constante (Samay VR15, Universidad de la Republica, Montevidéu,
Uruguai) com freqliéncia de 100 incursbes respiratorias por minuto e um volume corrente
(V1) de 0,2 ml.

Apobs a adaptacdo ao respirador, os animais foram submetidos a incisdo cirdrgica por
tesoura na linha média do abdome justo abaixo do apéndice xiféide. A incisdo foi estendida,
superficialmente, ao longo da parede toréacica sobre o esterno, sendo, entdo, a pele do animal
retirada por tracdo lateral. Em seguida, a incisdo abdominal foi estendida lateralmente, para
esquerda e para direita, seguindo o bordo inferior das costelas até atingir a linha axilar
anterior, bilateralmente. Com a cavidade abdominal aberta, foi possivel visualizar o
diafragma, que por sua vez, foi perfurado e seccionado segundo a mesma orientacdo da
abertura da parede abdominal. Imediatamente antes da perfuracdo do diafragma foi instalada
pressdo positiva ao final da expiragdo (PEEP) de 2 cmH,O (SALDIVA et al., 1992). A
utilizacdo da PEEP evitou o colapso alveolar resultante da retirada da parede toracica.

Apbs a retirada do diafragma, a parede toracica foi removida por cortes longitudinais
bilaterais ao nivel da linha axilar anterior, em toda sua extensdo, e corte superior, abaixo da

clavicula.
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O ventilador foi ajustado previamente para gerar, quando desejado, uma pausa de 5
segundos ao final da inspiracdo. Foram tomados cuidados especiais na manutencdo do volume
(V1= 0,2 ml) e fluxo (V’= 1 ml/s) constantes em todos os animais, a fim de evitar os efeitos
de diferentes fluxos, volumes e duracdo da inspiracdo nas variaveis medidas (KOCHI et al.,
1988a; KOCHlI et al., 1988b).

Durante os experimentos se evitou a0 maximo a manipulacdo da cénula traqueal com
aspiracdes e insuflacdes, para eliminar possiveis interferéncias sobre os parametros medidos.
Os parametros da mecéanica respiratoria foram obtidos através da captacdo de 10-12

ciclos respiratdrios, pelo método da ocluséo ao final da inspiracéo.

7

12 Fe o o 0|

Figura 2- Montagem experimental para a medida da mecanica pulmonar.

1- Cilindro de ar comprimido.
2- Rotamero de agulha.
3- Ventilador de fluxo constante com duas valvulas solendides.
4-  Pneumotacdgrafo.
5- Peca T para medida de pressdo nas vias aéreas.
6- Canula traqueal.
7- Mesa cirdrgica.
8- Transdutor de pressédo traqueal.
9- Transdutor diferencial de pressdo para medida de fluxo.
10- Scireg-24
11- Conversor analogico-digital de 12 bits.
12- Microcomputador.
Fonte: OLIVEIRA, 2008.
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4.5 METODO DE OCLUSAO AO FINAL DA INSPIRACAO

O método de oclusdo ao final da inspiracdo permite analisar os componentes elastico,
resistivo e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulméo (BATES, et al., 1985; BATES; ROSSI;
MILIC-EMILI, 1985; BATES; BACONNIER; MILIC-EMILI, 1988; BATES et al., 1988;
BATES et al., 1989; KOCHI et al., 1988a; KOCHI et al., 1988Db).

No animal com o torax aberto, a pressao traqueal (Ptr) corresponde a pressdo
transpulmonar (PL). Apds a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo, sob fluxo
constante, ocorre uma queda sUbita da PL até um ponto de inflexdo (Pi), a partir do qual, o
decaimento da pressdo assume carater mais lento, atingindo um platdé em sua porcéo terminal.
Esta fase de platd corresponde a pressao de retracdo elastica do pulmao (Pel). A diferenca de
pressdo (AP1,L), que caracteriza a queda rapida inicial, representada pela diferenga entre a
pressdo maxima inicial (Pmax) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta (Pi),
corresponde ao componente viscoso pulmonar, ou seja, reflete a pressdo necessaria para
vencer a resisténcia do pulmao (KOCHI et al., 1988a; KOCHI et al., 1988b; BATES et
al.,1988; BATES et al., 1989). A segunda variacdo de pressdo (AP2,L), representada pela
queda lenta, do Pi ao platd (Pel), reflete a pressdo dissipada para vencer o componente
viscoelastico (stress relaxation) e/ou inomogéneo (pendelluft) do tecido pulmonar (Figura 3).
O valor da elastancia estatica do pulméo (Est,L) foi calculado dividindo-se Pel pelo V1. As
seguintes formulas serdo utilizadas na analise da mecénica pulmonar:

(1) APl =Pmax-Pi
(2)  AP2 =Pi-Pel
(3) Est=Pel/VT

Para a realizacdo da oclusdo, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de fechamento
definido (10 ms). Como este fechamento néo é absolutamente instantaneo, o fluxo nunca cai &
zero imediatamente ap6s a oclusdo, propiciando, assim, a existéncia de um pequeno volume.
Esse fluxo é responsavel pelo aumento do volume pulmonar e, conseqiientemente, da Pi e da
Pel (Figura 3).

Foram registrados 10-12 ciclos pelo método de ocluséo ao final da inspiragdo (BATES,
et al., 1985; BATES; ROSSI; MILIC-EMILI, 1985; BATES; BACONNIER; MILIC-EMILLI,
1988; BATES et al., 1988; BATES et al., 1989; KOCHI et al., 1988a; KOCHI et al., 1988b),

em cada animal. Os transdutores conectados ao pneumotacografo e ao tubo traqueal
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registraram os sinais de V’ ¢ PL, respectivamente. As respostas de freqiiéncias dos sistemas
de registro da PL serdo estaveis até 20 Hz. Em seguida, os sinais foram condicionados
[Scireq, Scientific Respiratory Equipment Inc. (SC-24), Montreal, Canada], filtrados,
convertidos em sinais digitais por um conversor analogico-digital de 12-bits (DT-2801A, Data
Translation, Malboro, EUA) e amostrados a uma freqiiéncia de 200 Hz. Os sinais foram
armazenados em microcomputador para posterior andlise, através do programa ANADAT

(RHT-InfoData, Montreal, Canada) (Figura 2).
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Figura 3- Método de Oclusdo ao Final da Inspiracdo. Registros dos sinais de fluxo aéreo,
volume (V) e pressédo transpulmonar (PL) em func¢do do tempo. Os pulmdes foram ventilados
com volume corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O platd foi alcancado apds uma
pausa inspiratéria de 5 s. Apos a oclusdo das vias aéreas, ha uma queda rapida na PL (AP1)
que corresponde a Pmax — Pi, pressdo dissipada para vencer o componente viscoso do
pulmao, seguida por uma queda lenta (AP2), pressao dissipada para vencer 0s componentes
viscoelastico e/ou inomogéneo do pulméo, até um ponto de equilibrio elastico, representado
pela pressdo de retracdo eléstica pulmonar (Pel). A linha de base do registro de presséo
corresponde & pressdo positiva ao final da expiragdo (PEEP) de 2 cmH,0.

Fonte: OLIVEIRA, 2008
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A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a céanula traqueal, foi aferida
previamente atraves da aplicacdo de diferentes fluxos de ar ao sistema (até fluxos de 26 mL/s,
bem acima da faixa de fluxo utilizada no presente experimento), com concomitante registro
das variacOes de pressdo (AP). Uma vez que Req = AP/V’, a resisténcia do equipamento
corresponde ao coeficiente angular da curva AP x V’. A pressdo resistiva do equipamento
(Peq = Req x V) foi subtraida da pressdo resistiva dos pulmdes de tal forma que os resultados
representem as propriedades mecanicas intrinsecas. A inexisténcia de mudancas abruptas no
didmetro do circuito (da traquéia até a extremidade do pneumotacdgrafo) evitou erros de
medida de resisténcia ao fluxo (CHANG; MORTOLA, 1981; LORING; ELLIOT; DRAZEN,
1979).

4.6 REMOCAO DOS PULMOES

Apds a andlise da mecanica pulmonar, 1 mL de heparina diluida (0,5 mL de heparina
sodica em 0,5 mL de solucdo fisiologica) foi injetada na veia cava inferior e, apds 1 minuto,
os animais foram exanguinados por se¢do cirurgica direta da aorta e veia cava inferior em
suas porcOes abdominais. A traquéia foi, entdo, ocluida ao final da expiracdo com linha de
algoddo. A porc¢do abdominal do esdfago foi identificada e isolada, sendo presa por uma pincga
hemostatica. As estruturas do pesco¢o foram dissecadas, permitindo a liberacdo das vias
aéreas. A pinca que prendia o esdfago foi suavemente tracionada para cima, permitindo
separar 0 conjunto coracao-pulméo das demais estruturas aderidas a parede toracica posterior.
Com todas as estruturas individualizadas, a traquéia foi secionada acima do local ocluido pelo
fio de algodao e, posteriormente, o es6fago e o coracdo foram separados dos pulmdes e vias
aéreas por leve tracdo. Os bronquios fontes direito e esquerdo foram ocluidos por um fio de
algodao e, ap6s uma secdo acima do fio, os pulmdes direito e esquerdo foram separados,

sendo mantidos no volume expiratorio final.
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4.7 HISTOLOGIA PULMONAR

4.7.1 Fixacao e preparo das laminas

Os pulmdes direitos foram resfriados por imersdo rapida em nitrogénio liquido
(aproximadamente 3 minutos), retirados e mantidos em solucdo de Carnoy (etanol 60%,
cloroférmio 30% e &cido acético 10%) a -70° C por 24 h. Apds esse periodo, o material foi
desidratado progressivamente através de imersao em solu¢Ges com concentracdo crescente de
etanol:

- MC-1: etanol 70%, cloroférmio 22,5% e acido acético 7,5%, a -20°C durante 1h;
- MC-2: etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a -20°C durante 1h;
- MC-3: etanol 90%, cloroférmio 7,5% e &cido acético 2,5%, a -20°C durante 1h;
- etanol a 100%, a -20°C durante 1h e, em seguida, a -4°C durante 24h.
Depois da fixacdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes

histolgicos com 4 um de espessura.

4.7.2 Analise morfométrica

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com hematoxilina e eosina e
analisadas por microscopia 6ptica (BX51, ©Olympus Latin America Inc., Miami, Florida,
EUA) segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos. Para a analise descritiva, toda a
superficie da lamina foi observada com todas as estruturas pulmonares representadas, em
aumento de 100x.

A andlise quantitativa foi realizada através da tecnica convencional de contagem de
pontos (“point-couting”) (WEIBEL, 1990), utilizando-se uma ocular, contendo um sistema de
referéncia de 100 pontos e 50 segmentos de reta dispostos em paralelo, acoplada ao

microscopio.
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Figura 4- Reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificacdo dos parametros
morfomeétricos.
Fonte: OLIVEIRA, 2008.

Em um aumento de 200x, foram avaliados dez campos aleatorios e ndo coincidentes
por lamina. Foi quantificada a fracdo de area ocupada por alvéolos normais, colapsados e
hiperinsuflados (WEIBEL, 1990). 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.

Além disso, computou-se o diametro alveolar médio (Lm). Para tal foram contados 0s
nameros de interceptos alveolares, em 20 campos aleatdrios, em cada lamina, em um aumento
de 200x (NAGASE et al., 1996), sendo: Lm = Somatério do comprimento dos segmentos de
reta (1250 mm)/ n° de interceptos.

Em um aumento de 1000x foi avaliada a celularidade pulmonar, quantificando os
seguintes parédmetros: tecido pulmonar, células polimorfonucleares (PMN) e celulas
mononucleares (MN) em dez campos aleatérios e ndo coincidentes. O tecido pulmonar foi
avaliado através do nimero de pontos do campo que coincidiam com a area de tecido e nao
sobre 0 espago aereo. Assim, o resultado é apresentado como fragdo de &rea de tecido

pulmonar. No caso de PMN e MN, foi quantificado o nimero de células presentes no septo
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alveolar, no espaco alveolar e o nimero total de cada tipo celular, bem como a celularidade
total (PMN + MN).

4.7.3 Quantificacdo de fibras elasticas e colagenas

As laminas também foram coradas com métodos especificos para quantificagdo de

fibras elasticas e colagenas no parénquima pulmonar.

Fibras elasticas: Foi utilizado o método de resorcina-fucsina de Weigert modificado
com oxidacdo (FULLMER; SHEETZ; NARKATES, 1974), que permite a identificacdo das
fibras el&sticas.

Coléageno: Os tecidos foram corados em solucdo de Sirius Red dissolvido em solugéo
saturada de acido picrico e observados sob microscopia de luz polarizada, uma vez que a
acentuacdo da birrefringéncia do coldgeno promovida pelo método de polarizacdo de
picrosirius € especifica para estruturas coldgenas (MONTES, 1996).

Nos cortes histoldgicos foram analisadas amostras do parénquima pulmonar. Em cada
lamina, foram avaliados 10 campos aleatdrios e ndo-coincidentes do parénquima pulmonar. A
quantificacdo envolveu o célculo do percentual da area tecidual corada positivamente para
fibras elésticas ou colagenas nas regides de interesse. As medidas, considerando um aumento
de 400x da imagem analisada, foram realizadas utilizando-se o software Image-Pro" Plus 6.3
para Windows~ (Media Cybernetics — Silver Spring, MD, USA), através de um microscopio
optico (microscopio Olympus corp; BX51; Téquio, Japdo). A area ocupada pelas fibras
elasticas e colagenas foi determinada por densitometria digital. Brénquios e vasos sanguineos
foram excluidos das medidas. Os resultados foram expressos como fracdo de area de fibras

elasticas ou colagenas.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada a analise de variancia seguida de teste de Tukey para a comparagéo entre
os dados. Em todos os testes, o nivel de significancia foi de 5%. A andlise estatistica foi

realizada com o programa estatistico GrafPadPrism 5.
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5 RESULTADOS

5.1 MECANICA PULMONAR

Os valores de volumes e fluxos utilizados durante o experimento estdo mostrados na

tabela 1 e ndo variaram significativamente entre os grupos estudados.

Tabela 1- Fluxo aéreo e volume corrente.

Fluxo (mL/s) Volume (mL)

Sal 1,00 + 0,002 0,20 + 0,002

Dose Unica 0,3U 0,99 + 0,003 0,20 £ 0,001
(x1) 0,6U 0,99 + 0,004 0,20 + 0,002
Sal 1,00 £ 0,001 0,20 = 0,001

Dose dupla 0,3U 0,99 + 0,004 0,20 =+ 0,001
(x2) 0,6U 0,99 + 0,002 0,20 £ 0,001

Os valores representam média + SEM de seis animais por grupo (10-12 determinagfes por
animal). Camundongos instilados com dose Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U
ou 0,6U.

Dados da elastancia estatica do pulméo (Est,L) obtidos nos grupos controle e enfisema
estdo representados na figuras 5. A Est,L reduziu significativamente nos animais do grupo
0,3U x 2 em relacdo ao grupo Sal x 2 e ao grupo 0,3U x 1.

A figura 6 mostra que a instilacdo intratraqueal de elastase ndo provocou alteracdo
significativa nos demais parametros da mecanica pulmonar, pois ndo houve alteracGes quanto
a variacdo de pressao resistiva do pulmio (AP1,L), variagdo de pressdo viscoelastica do
pulmao (AP2,L) e variacao de pressdo total no pulmao (APtot,L.) de camundongos do grupo

enfisema em relagdo aos animais do grupo controle.
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Figura 5- Elastancia estatica do pulmao (Est,L) de camundongos instilados com dose Unica (X
1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U ou 0,6U. Barras representam a média + SEM de seis
animais por grupo (10-12 determinacgdes por animal). *p<0,05 significativamente diferente do
grupo Sal e #p<0,05 significativamente diferente do grupo 0,3U x 1.
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Figura 6- Variacdo de pressdo resistiva do pulméao (AP1,L), variagdo de pressdo viscoelastica
do pulmao (AP2,L) e variagdo de pressdo total no pulmio (APtot,L) de camundongos
instilados com dose Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U ou 0,6U. Barras
representam a média £ SEM de seis animais por grupo (10-12 determinagdes por animal).



39

5.2 HISTOLOGIA PULMONAR

5.2.1 Analise morfométrica

A figura 7 apresenta valores em percentagem da area ocupada por alvéolos normais e
esta foi significativamente menor em todos os grupos induzidos ao enfisema por elastase 0,3U
e 0,6U dose Unica (x 1) e dupla (x 2) em relacdo aos animais do grupos Sal x 1 e Sal x 2,
respectivamente. Dentre os animais do grupo enfisema, pode-se observar reducdo
significativa desta percentagem do grupo 0,3U x 2, 0,6U x 1 e 0,6U x 2 em relagdo aos
animais do grupo 0,3U x 1.

100+
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1 1
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o
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N
o
1

"Sal 03U 06U Sal 0,3U 0,6U
"Dose Unica (x 1)  Dose dupla (x 2) -

Figura 7- Fracdo de area ocupada por alvéolos normais no pulméo de camundongos instilados
com dose Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U ou 0,6U. Barras representam a
média =+ SEM de seis animais por grupo (10-12 determinacfes por animal). Dados foram
obtidos de dez campos randdmicos, ndo-coincidentes por camundongo. *p<0,05

significativamente diferente do grupo Sal e #p<0,05 significativamente diferente do grupo
0,3U x 1.

De acordo com a figura 8, os animais dos grupos 0,3U x 1 e 0,6U x 1 apresentaram
aumento significativo da fracdo de area ocupada por alvéolos hiperinsuflados em relagéo ao
grupo Sal x 1. Também houve aumento significativo desta fracdo nos animais instilados do
grupo 0,3U x 2 em relacdo ao grupo Sal x 2. Dentre os animais do grupo enfisema, observa-se
uma reducao significativa da fracdo de area ocupada por alvéolos hiperinsuflados nos animais

do grupo 0,6U x 2 em relagdo aos animais do grupo 0,3U x 2.
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Figura 8- Fracdo de area ocupada por alvéolos hiperinsuflados no pulmédo de camundongos
instilados com dose Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U ou 0,6U. Barras
representam a média £ SEM de seis animais por grupo (10-12 determinagdes por animal).
Dados foram obtidos de dez campos randémicos, ndo-coincidentes por camundongo. *p<0,05
significativamente diferente do grupo sal; ##p<0,05 significativamente diferente do grupo
0,3U x 2.
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Figura 9- Fracdo de area ocupada por alvéolos colapsados no pulmdo de camundongos
instilados com dose Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U ou 0,6U. Barras
representam a média £ SEM de seis animais por grupo (10-12 determinagdes por animal).
Dados foram obtidos de dez campos randdmicos, n&o-coincidentes por camundongo.
*p<0,005 significativamente diferente do grupo sal; #p<0,05 significativamente diferente do
grupo 0,3U x 1 e ##p<0,05 significativamente diferente do grupo 0,3U x 2.

Est4 demonstrado na figura 9 que houve um aumento significativo da fracdo de area
ocupada por alveolos colapsados nos camundongos do grupo 0,6U x 1 em relacdo ao grupo
Sal x 1. O mesmo padrao foi observado nos animais do grupo 0,6U x 2 em relagdo ao grupo
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Sal x 2. Entre os animais do grupo enfisema, observa-se aumento significativo desta fracdo
nos animais do grupo 0,6U x 2 em relagdo aos grupos 0,3U x 1 e 0,3U x 2.

De acordo com a figura 10, a instilacdo de elastase também provoca um aumento
significativo do didmetro alveolar médio (Lm) nos animais dos grupos 0,6U x 1 e do grupo
0,3U x 2 em relagdo aos grupo Sal x 1 e Sal x 2, respectivamente. Dentre os animais do
grupo enfisema, observa-se aumento significativos do Lm no grupo 0,3U x 2 em relagdo aos
demais grupos 0,3U x 1, 0,6U x 1 e 0,6U x 2.
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Figura 10- Diametro alveolar médio no pulméo de camundongos instilados com dose Unica (X
1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U ou 0,6U. Barras representam a média + SEM de seis
animais por grupo (10-15 determinacgdes por animal). Dados foram obtidos de 20 campos
randémicos, ndo-coincidentes por camundongo *p<0,05 significativamente diferente do grupo
sal; #p<0,05 significativamente diferente do grupo 0,3U x 1; +p<0,01 significativamente
diferente do grupo 0,6U x 1 e ++p<0,001 significativamente diferente do grupo 0,6U x 2.

A analise do parénquima pulmonar por microscopia optica evidenciou aumento dos
espacos aereos e de tecido colapsado nos animais induzidos ao enfisema por elastase em
relacdo ao grupo controle (Figura 11).

De acordo com a tabela 2, os animais do grupo 0,6U x 1 e 0,6U x 2 apresentaram
aumento significativo da percentagem de PMN (células polimorfonucleares) no parénquima
pulmonar em relagdo ao grupo Sal x 1 e Sal x 2, respectivamente. Dentre 0s animais do grupo
enfisema, ocorreu aumento significativo da percentagem de PMN nos animais dos grupos
0,6U x 1 em relacdo ao grupo 0,3U x 1 e do grupo 0,6U x 2 em relagéo ao grupo 0,3U x 2.

A percentagem de MN (células mononucleares) aumentou significativamente nos

animais do grupo 0,3U x 2 e 0,6U x 2 em relagdo ao grupo Sal x 2. A celularidade total (PMN
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+ MN) apresentou 0 mesmo perfil, aumentou significativamente no parénquima pulmonar dos

camundongos dos grupos 0,3U x 2 e 0,6U x 2 em relacdo ao grupo Sal x 2.

Tabela 2- Celularidade do parénguima pulmonar.

PMN (%0) MN (%) Celularidade
total (%)
Sal 1,02+0,14 20,97 +1,32 2162+1,13
Dose Unica
(x 1) 0,3U 2,07 +£0,18 25,48 + 0,81 27,56 + 0,94
0,6U 4,09 +0,62* # 2494 +112 29,03 + 1,00
Sal 1,16 £ 0,14 19,30 + 0,90 20,28 +1,19
Dose dupla 0,3U 1,98 +0,49 26,55 + 2,43 * 33,95+ 4,02 *
(x2)
0,6U 3,95+ 0,76 *, ## 27,15+151~* 31,11 +2,17 *

Percentagem de células de PMN, MN e celularidade total no pulmdo de camundongos
instilados com dose Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U ou e 0,6U. MN = células
mononucleares, PMN = células polimorfornucleares. Valores correspondem a média + SEM
de seis animais por grupo. Dados foram obtidos de 10 campos randémicos, ndo-coincidentes
por camundongo. *p<0,05 significativamente diferente do grupo Sal; #p<0,05
significativamente diferente do grupo 0,3U x 1 e ##p<0,05 significativamente diferente do
grupo 0,3U x 2.

5.2.2 Quantificacao de fibras elasticas e coldgenas

O conteldo de fibras elasticas no parénguima pulmonar, demonstrados na tabela 3 e na
figura 12, reduziu significativamente nos grupo 0,3U x 1 e 0,6U x 1 em relacdo ao grupo Sal
x 1). O mesmo padrédo de reducdo significativa também foi observado nos grupos 0,3U x 2 e
0,6U x 2 em relacdo ao grupo Sal x 2. Dentre os animais do grupo enfisema, o contetdo de
fibras elasticas reduziu significativamente nos animais do grupo 0,6U x 2 em rela¢do ao grupo
0,3U x 2.
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Entretanto, o contetdo de fibras coldgenas no parénquima pulmonar aumentou

significativamente nos grupos 0,6U x 1 e 0,6U x 2 em relacdo aos grupos Sal x 1 e Sal x 2,

respectivamente. Dentre os animais induzidos ao enfisema, o contetudo de fibras colagenas

aumentou significativamente no grupo 0,6U x 1 em relacdo ao grupo 0,3U x 1.

Tabela 3- Contetdo de fibras elasticas e colagenas no parénquima pulmonar.

Fibras elasticas | Fibras colagenas
Sal 5,18 + 0,32 0,31 +0,04
Dose Unica
(x 1) 0,3U 2,93+0,51 * 0,51 + 0,09
0,6U 1,67 £0,35* 342+ 1,18 * #
Sal 6,06 + 0,45 0,24 +0,12
(x2)
0,6U 2,30 £ 0,31, ## 3,26 + 0,22 *

Area ocupada pelas fibras elasticas e colagenas no parénquima pulmonar de camundongos
instilados com dose Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U ou 0,6U. Valores
correspondem a média + SEM de seis animais por grupo. Dados foram obtidos de dez campos
randomicos, ndo-coincidentes do parénquima pulmonar *p<0,05 significativamente diferente
do grupo Sal; #p<0,05 significativamente diferente do grupo 0,3U x 1 e ##p<0,05
significativamente diferente do grupo 0,3U x 2 .
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Figura 11- Fotomicrografias representativas de parénquima pulmonar coradas com
hematoxilina-eosina de camundongos instilados com dose Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina,
elastase 0,3U ou 0,6U. Aumento original: 200X.
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Figura 12- Fotomicrografias representativas de parénquima pulmonar coradas com resorcina-
fucsina oxidada para a identificacdo de fibras elésticas de camundongos instilados com dose
Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina, elastase 0,3U ou 0,6U. Aumento original: 400X.
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Figura 13- Fotomicrografias representativas de parénquima pulmonar coradas com solugéo de
Sirius Red dissolvido em solucdo saturada de &cido picrico para a identificacdo de fibras
colagenas de camundongos instilados com dose Unica (x 1) e dupla (x 2) de salina, elastase
0,3U ou 0,6U. Aumento original: 400X.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado alteragdes funcionais e morfologicas do enfisema
pulmonar induzido por elastase pancreatica de porco (PPE) em camundongos. Todas as
instilacBes utilizadas induziram alterages estruturais, inflamatérias e/ou do contetdo de
fibras no parénguima pulmonar compativeis como o enfisema humano, incluindo aumento de
espacos aéreos, influxo de células inflamatdrias no parénquima pulmonar e alteracdo do
contetdo de fibras elésticas e coladgenas. Entretanto somente o modelo de instilacdo dupla da
dose de 0,3U promoveu, além das alteracdes das variaveis descritas, reducdo da elastancia
estatica pulmonar, mimetizando mudancas funcionais observadas no enfisema pulmonar
moderado.

Os modelos experimentais existentes auxiliam no estudo de estruturas e 6rgdos de
dificil acesso em seres humanos e tém sido de fundamental importancia para o estudo da
fisiopatologia e dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da DPOC (WRIGTH;
CHURG, 2008). O modelo de instilacdo intratraqueal de PPE em roedores tem sido bem
utilizado por provocar rapidamente o enfisema. Além disso, é aceito que a exposicdo
pulmonar a esta enzima nestes animais promova inflamagédo pulmonar aguda (LUCEY et al.,
2002; HAYES; KOTHY; SNIDER, 1975) seguida por mudancas morfoldgicas (SNIDER,;
LUCEY; STONE, 1986) e comprometimento da funcdo pulmonar (TEPPER et al., 2000;
MAO et al., 2002; HANTOS et al., 2008; HAMAKAWA et al., 2010), assemelhando-se
assim, ao enfisema humano (INOUE et al., 2010b).

O modelo que utiliza instilacGes de proteases reflete as principais alteracGes vistas em
pacientes com enfisema, porém apresenta limitagcdes: 1) a lesdo pulmonar é causada por
instilacdes subitas, diferentemente da exposic¢éo continua a baixos niveis de inflamacéo que se
acredita estar presente na lesdo pulmonar conseqliente ao tabagismo (DAWKINS;
SOCKLEY, 2001); 2) a PPE produz lesdo localizada, seguida de resposta imunolégica e
processo de remodelamento que sdo diferentes do que é visto em humanos (HAMAKAWA et
al.,, 2010; ITO et al., 2005; SLY et al., 2003). Entretanto, os modelos experimentais de
enfisema induzido por instilacdo de proteases nas vias respiratorias séo extremamente Gteis no
estudo da doenca, como foi observado em nosso estudo.

Os modelos de enfisema sdo principalmente desenvolvidos em roedores. Porém, estes
possuem limitagcbes uma vez ndo conseguem reproduzir com fidelidade a DPOC vista em
humanos (WRIGTH; CHURG, 2008). S&o elas: 1) a morfologia do sistema respiratdrio de
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camundongos apresenta pequena quantidade de glandulas submucosas, menos ramificagdes
de vias aéreas e sdo desprovidos de bronquiolos respiratérios, o sitio inicial do enfisema
centrolobular (LUTHJE et al., 2009); 2) a parede toracica é mais complacente, 3) o tempo de
vida dos camundongos e o desenvolvimento do enfisema é mais rapido que em humanos
(HAMAKAWA et al, 2010; ITO et al., 2005; SLY et al., 2003). Porém, o camundongo é uma
boa escolha de modelo animal, pois seu genoma tem sido extensivamente estudado,
mostrando apresentar grandes similaridades com o genoma humano (LUTHJE et al., 2009) e
devido a abundancia de anticorpos disponiveis (VLAHOVIC et al., 1999). Alem disso, estes
apresentam menores niveis de antiproteases a-1 anti-tripsina que ratos, tendo maior
predisposicdo ao desenvolvimento do enfisema (IHRIG; KLEINERMAN; RYNBRANT,
1971). Hamakawa et al. (2010) aponta que por meio do uso de camundongos que é possivel
investigar com detalhes a evolucdo do enfisema avaliando a mecanica pulmonar com o torax
aberto, sendo assim um modelo animal de facil manuseio. Adicionalmente, sugere-se 0
camundongo como modelo animal, pois a utilizacdo de farmacos é em menor quantidade.

O protocolo experimental utilizado no presente trabalho foi baseado em estudos
prévios que utilizaram doses similares de PPE, com Uunica e/ou repetidas instilagdes
intratraqueal (HANTOS et al., 2008; LUTHJE et al., 2009; INOUE et al. 2010a), porém
diferindo quanto a linhagem de camundongo utilizada e a metodologia empregada. Optou-se
pela utilizacdo de camundongos Swiss e pela administracdo intratraqueal de PPE, por ser uma
enzima capaz de promover a curto prazo alteracGes relacionadas ao enfisema panacinar
(CHRISTENSEN et al., 1977; GORDON; SNIDER, 2000). O volume administrado foi de
50uL instilados uma ou duas vezes nas doses de 0,3 ou 0,6 U de PPE por animal na tentativa
de encontrar modelos com alteragbes morfo-funcionais pulmonares mais semelhantes ao
enfisema humano.

Diversos estudos que utilizaram elastase para a inducdo do enfisema falham por nédo
avaliarem parametros histol6gicos e funcionais que caracterizam enfisema pulmonar. Sendo
alguns exemplos, Mattson e Polle (1998) avaliaram a capacidade oxidativa das enzimas do
musculo esquelético em hamsters induzido ao enfisema pela instilagdo de PPE via
intratraqueal (25U/100g peso corporeo dissolvida em 0,3mL de salina); Marchand et al.
(2000) avaliaram a contratilidade do musculo diafragma apds uma cirurgia de reducédo do
volume pulmonar em hamsters induzidos ao e enfisema pela administracdo de PPE via
intratraqueal (40U/100g peso corporeo dissolvido em 0,4mL de solugéo fisioldgica) e Degens
et al., (2007) analisaram a apoptose e a expressao de 1d2 em hamsters induzidos ao enfisema

pela instilagdo de PPE (40U dissolvida em 0,3 mL de salina/ 100g de peso corporeo).
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Embora inimeras informacGes estejam disponiveis na literatura acerca das alteracoes
estruturais secundarias a exposicdo a PPE poucos estudos abordam o comportamento
funcional do pulmé&o neste modelo. Tal escassez deve-se provavelmente a maior dificuldade
de realizacdo de medidas funcionais em camundongos. Mensurar parametros da funcao
pulmonar em animais tdo pequenos quanto estes representam um desafio. Entretanto, esta
comprovado que, com 0 equipamento adequado, como foi 0 caso, as medidas sdo fi€is e
fornecem informacGes importantes para a compreensdo dos mecanismos envolvidos nas
doencas pulmonares (BATES et al., 1988). Ha varias técnicas desenvolvidas para a analise da
mecanica respiratoria, porém o método de oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo
difundiu-se por apresentar a vantagem de individualizar variacbes de pressdes em seus
componentes resistivos, elasticos e viscoelasticos e/ou inomogéneos (BATES; ROSSI;
MILIC-EMILIC, 1985).

No presente estudo foi encontrada reducdo significativa do componente elastico
(Est,L) nos camundongos que receberam dose dupla de elastase 0,3U (grupo 0,3U x 2). Tal
reducdo da elastancia estatica caracteriza o enfisema moderado no qual ocorre perda de
recolhimento eléstico do tecido pulmonar em uma fase inicial da doenca, indicando um
pulmio ainda pouco rigido e mais complacente (FIGUEIROA, 2009). Em estudo recente
demonstrou-se também esta reducdo do recuo eldstico em camundongos expostos a uma
associacdo de PPE (1.2U) e LPS (7 puL) administrados intranasal por quatro semanas
consecutivas (GANESAN et al 2010). Segundo Fusco et al. (2002) esta perda de recuo
elastico é determinada pelas fibras do parénquima pulmonar.

A complacéncia é a tangente da curva pressdo-volume e a variavel correspondente ao
inverso da Est,L. Deste modo, estudos que utilizaram outras metodologias para a avaliagdo da
funcdo pulmonar corroboram com nosso ao observarem aumento da complacéncia pulmonar
em modelos de enfisema induzido por PPE (CHRISTENSEN et al., 1977; INOUE et al.,
2010a; HANTOS et al., 2008; HAMAKAWA et al, 2010). Luthje et al., 2009 encontraram
aumento significativo da complacéncia em camundongos que receberam doses repetidas de
PPE (3.3U/100g peso corpdreo) e ndo nos animais que receberam apenas instilacdo unica
(5U/100g peso corpdreo). Apesar das doses utilizadas pelos mencionados autores serem
superiores ao usado neste estudo, a repeticdo da instilagdo parece ter sido um fator
determinante para produzir alteracdo funcional (reducdo da Est,L) vista nos animais que
receberam dose dupla de PPE 0,3 U.

Até momento sdo poucos estudos que ilustram uma correlacdo direta entre

alargamento dos espagos aereos e alteracbes da complacéncia. No recente estudo de
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Hamakawa et al (2010) demonstraram uma relacdo entre aumento da complacéncia e
alteracbes da estrutura dos espacos aéreos em camundongos C57BL/6 cuja inducdo do
enfisema foi realizada pela administracdo de PPE. Hantos et al. (2008), também apresentaram
aspectos complementares aos vistos por Hamakawa et al. (2010).

No presente estudo, nenhuma alteragdo foi encontrada quanto ao AP1 e ao AP2 que
reflete a pressdo dissipada para vencer a resisténcia de vias aéreas centrais (SIMILOWSKI,
1989) e a pressdo necessaria para vencer o componente viscoelastico e/ou inomogéneo do
pulmdo (BATES et al.,, 1988), respectivamente. Em contrapartida, Figueirba (2009)
encontrou aumento de AP2 e de AE (componente viscoeldstico da elastancia) em
camundongos BALB/c induzidos ao enfisema por instilacdo de papaina (10U dissolvido em
50uL de salina), sugerindo uma lesdo mais grave e com presencas de areas inomogéneas na
periferia.

A destruicdo alveolar caracteristica do enfisema é responsavel por reduzir a forca de
retracdo elastica e consequentemente, do fluxo expiratdrio, ocasionando um quadro
progressivo de hiperinsuflacdo pulmonar (HOGG, 2004). Para a quantificacdo destas
caracteristicas estruturais do modelo murino de enfisema, utilizou-se no presente estudo a
técnica convencional de contagem de pontos (“point-couting”) proposta por Weibel (1990).
Foi obtido menor fracdo de area ocupada por alvéolos normais (em todos os grupos induzidos
ao enfisema), maior fracdo de &rea ocupada por alvéolos hiperinsuflados (em todos os grupos
com excecdo ao grupo 0,6U x 2) e maior fracdo de area ocupada por alvéolos colapsados
(grupos 0,6U x 1 e 0,6U x 2).

Além desta analise morfométrica, a quantificacdo do tamanho do espago aéreo
utilizando o didmetro alveolar médio (Lm) é indispensavel (WRIGTH; COSIO; CHURG,
2008) sendo talvez o indicador mais sensivel de enfisema. No modelo murino de enfisema, foi
constatado aumento significativo do Lm nos grupos 0,6U x 1 e 0,3U x 2. Este aumento de Lm
também foi encontrado nos diferentes modelos de enfisema pulmonar (FUSCO et al., 2002;
LUCEY et al., 2002, FORONJY et al., 2005; FIGUEIROA, 2009).

Lucey et al. (2002), através de estudos realizados com camundongos Knockout para os
receptores IL-1B, TNF-a e para ambos, observaram a ocorréncia da reducdo significativa dos
valores de Lm e de apoptose nestes animais com relacgdo a camundongos wild-type,
demonstrando a grande influéncia do processo inflamatério no enfisema induzido por PPE.
De acordo com estes dados, os autores sugeriram que somente 20% do enfisema observado no
21° apos a instilacdo esta relacionado ao efeito direto da PPE ao passo que cerca de 80% esta

relacionado a inflamagéo pulmonar.
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Desse modo, o processo inflamatorio representa componente central na fisiopatologia
do enfisema, sendo igualmente bem documentada a resposta inflamatoria induzida por
exposicdo a proteases com participacdo central de neutrofilos, macréfagos e linfocitos T
(INOUE et al., 2010a).

Estudos cinéticos indicam que a elastase exdgena é removida do pulmao dentro de 24
horas (STONE et al., 1988). Os resultados deste estudo mostraram que 0 tempo para
desenvolver alargamento dos espacos aéreos, caracteristica do processo enfisematoso, em
camundongos wild-type, continua por 10 ou mais dias apds o tratamento com PPE. Este
fendmeno é bem conhecido (SNIDER; SHERTER, 1977) e tem alcangado a possibilidade que
a progressao do enfisema pode estar relacionada com o processo inflamatério.

Em modelo crdnico, Birrel et al. (2005) nao esclareceram se o dano do parénguima
induzido pela PPE é uma consequéncia direta da atividade elastolitica ou um resultado
indireto induzido do processo inflamatério. Em publicacfes utilizando modelos de enfisema
similares, administrando elastase neutrofilica humana (HNE), os autores sugerem que 0
enfisema experimental é resultado de ambas as acGes da elastase, direta e indireta (KURAKI
etal., 2002).

O processo inflamatério visto neste estudo foi caracterizado pelo aumento
significativo do nimero de células polimorfonucleares (grupos 0,6U x 1 e 0,6U x 2), de
células mononucleares e da celularidade total nos animais induzidos ao enfisema (grupos
0,3U x 2 e 0,6 U x 2) quando comparado com o grupo controle.

Inoue et al., (2010a), utilizaram diferentes dosagens de PPE (0,25; 1 e 2U) em
camundongos e observaram, 21 dias apés a instilacdo, resposta pro-inflamatéria pulmonar
através do aumento de células inflamatérias no fluido do lavado broncoalveolar (BALF) e
aumento de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias no homogenato do tecido pulmonar
comparado com grupo controle. Em contrapartida, ratos Sprague-Dawley tratados com PPE
(120U/kg) tiveram um significativo aumento de neutrofilos e de células mononucleares
(mondcitos, macrofagos e linfécitos) dentro do limen da via aérea e do tecido pulmonar
apenas na fase aguda que foi acompanhada pelo aumento de vérias citocinas e atividade
proteolitica (BIRREL et al., 2005).

Exatamente como a PPE causa inflamacéo das vias aéreas ainda ndo esta claro, mas
sugere-se que haja danos celulares induzidos pela PPE (YANG et al., 1996) e/ou a geracao de
fragmentos de elastina que s@o conhecidos ser quimioatraentes (HUNNINGHAKE et al.,
1981; SENIOR et al., 1984).
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Independente de eventuais particularidades nos principais tipos celulares envolvidos
no processo inflamatdrio, a presenca de inflamacg&o tem sido diretamente relacionada ao grau
de destruicdo alveolar e gravidade da doenca, tanto clinica (SAETTA et al., 1998) quanto
experimentalmente (INOUE et al., 2010a; CHURG et al., 2007). Além disso, tem sido
demonstrado que a inflamacdo crénica nas vias aéreas leva ao aumento da complacéncia
pulmonar, bem como ao aumento do volume pulmonar (SENIOR; SHAPIRO, 1998;
BRABER et al., 2010).

O aumento do nudmero de células inflamatérias correlaciona-se com o
comprometimento do parénquima pulmonar (SAETTA; TUARTO; LUPPI, 2002). Lucey et
al., (2002) descrevem a participacdo do processo inflamatdrio no comprometimento dos
componentes da matriz extracelular (MEC), demonstrando que macrofagos ativados liberam
mediadores como IL-1B e TNF-a que podem ativar diretamente as vias de transducdo de
sinais, afetando a producdo de matriz do tecido conjuntivo, sintese de enzimas proteoliticas e
a apoptose.

Sabe-se que no enfisema ha comprometimento dos tecidos conectivos dos pulmdes
que, por sua vez, sdo compostos de células e MEC (SUKI; LUTCHEN; INGENITO, 2003). A
MEC consiste em macromoléculas fisicamente associadas: as proteinas estruturais fibrosas
(fibras colagenas e elasticas) e a matriz intersticial composta de glicoproteinas embebidas em
um gel de proteoglicanos e glicosaminoglicanos (YUAN; INGENITO; SUKI, 1997). No
pulmdo normal, as células da matriz, mais precisamente os fibroblastos, sdo encarregadas de
secretar suas proteinas. Essas proteinas encontram-se organizadas em uma rede de espacos
que circundam as células, ocupando um volume significativo no tecido. A MEC ndo
representa um material inerte, com funcgdo apenas estrutural, mas fornece informacdes sobre
migracdo, ligacdo, diferenciacdo e organizacdo das células, modulando uma série de
processos (CHEN; FANG; CHANG, 2001; PARKS; SHAPIRO, 2001). As macromoléculas
mais importantes na determinacao dos processos mecanicos da MEC sdo: colagenos, elastina
e proteoglicanos (SUKI et al., 2005; PELOSI et al., 2007). A organizagéo e a interacao entre
colageno e elastina e ndo s6 o numero absoluto destas constituem importantes fatores que
influenciam no comportamento mecanico (MIJAILOVICH et al., 1994; YUAN; INGENITO;
SUKI, 1997). Estudos prévios sugerem que 0s contetdos destas fibras influenciam
diretamente a rigidez e viscosidade do parénquima pulmonar (FAFFE et al., 2002; FAFFE et
al., 2006).

Com base no desequilibrio protease-antiprotease implicado na patogénese do

enfisema, proteinases derivadas de neutrofilos, particularmente a elastase neutrofilica, séo
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mediadores da destruicdo da matriz extracelular. Estas induzem lesdo por sua agdo proteolitica
sobre diversas proteinas do tecido conectivo; embora a maioria dos estudos aponte a elastina
como principal alvo de destruicdo no enfisema, as alteracdes fisiopatoldgicas também podem
resultar de anormalidades na matriz de colageno (LANG et al., 1994; ITO et al., 2005). Desse
modo, coldgeno e elastina sdo proteinas importantes no enfisema, mas a quantificacdo destas
proteinas na matriz pulmonar apresenta muitas controversas. Muitos trabalhos tém focado na
elastina (CHRZANOWSKIE et al., 1980) e poucos focam no colageno.

A integridade das estruturas alveolares requer a manutencdo de células e de matriz
extracelular, entretanto a capacidade de reparo desses componentes ainda nao esta esclarecida
(TUDER; GRATH; NEPTUNE, 2003; LIU et al., 2004). Estudos recentes tém evidenciado
gue o remodelamento da MEC, incluindo colageno, elastina e proteoglicanos, ocorre durante
o desenvolvimento do enfisema em humanos (CARDOSO et al., 1993; VLAHOVIC et al.,
1999) e em modelos experimentais utilizando roedores (FINLAY et al., 1996; WRIGTH,;
CHURG, 1995). Assim, a degradacdo da elastina e o subsequente remodelamento do
colageno durante o reparo anormal do tecido pulmonar podem contribuir no progresso da
doenca (WRIGTH; CHURG, 1995) e no comportamento funcional do pulmédo (SUKI,;
LUTCHEN; INGENITO, 2003). Enfisema geralmente se desenvolve em fumantes na quinta e
sexta década de vida sugerindo que a capacidade de reparo das membranas alveolares diminui
com lesdes repetitivas. Esse processo de reparo envolve a deposi¢do coordenada de novos
elementos da matriz, incluindo o colageno e a elastina (RISHIKOF et al., 2006).

Neste estudo, observa-se reducdo significativa do contetdo de fibras elasticas no
parénquima pulmonar em todos os grupos induzidos ao enfisema por PPE. Kuhn et al. (1976)
relataram 15 dias p6s-exposicdo uma destruicdo, anormal reparacgdo e significativa reducédo de
fibras elasticas nos pulmdes de animais expostos a enzima proteolitica. Ito et al. (2005)
também encontraram reducdo destas fibras em seu modelo murino de enfisema induzido por
PPE através da quantifica¢do de a-actina, porém nenhuma diferenca estatistica foi encontrada.
As caracteristicas de aumento da complacéncia e da perda do recuo eléstico tém sido
relacionadas somente com o metabolismo da elastina (LANG et al., 1994).

A presenca de colageno na MEC é fundamental para a integridade estrutural e para a
capacidade funcional do pulméo. O colageno é encontrado em vias aéreas, vasos, pleura,
membrana basal e na parede alveolar. Qualquer alteracdo na parede alveolar é provavelmente
consequéncia da mudanga na composi¢do de colageno do tecido (LANG et al., 1994). O
metabolismo de colageno altera-se apds lesdo induzida pela PPE nos pulmdes (GORDON,;
SNIDER, 2000; SUKI; LUTCHEN; INGENITO, 2003). Em modelos experimentais de



54

enfisema pulmonar induzido por proteases observou-se uma inicial perda, seguida
posteriormente de um aumento dos niveis de colageno (KUHN et al., 1976). Estes resultados
estdo de acordo com o presente estudo que encontrou um aumento significativo do contetdo
de fibras colagenas no parénguima pulmonar nos grupos induzidos ao enfisema por PPE na
dose de 0,6U (0,6U x 1 e 0,6U x 2). Sabe-se que a homeostase de colageno no pulmao normal
requer equilibrio entre sintese e degradacdo desta proteina. Em condic¢des patoldgicas como
ocorre no enfisema, ocorre um desequilibrio neste sistema que resulta em aumento da
quantidade de colageno no tecido da parece alveolar, embora ainda ndo esclarecido se é
devido ao aumento da sintese ou a diminuicao da degradacdo ou ambos (LANG et al., 1994).

Ito et al. (2005) também encontraram aumento do conteudo de colageno no tecido
pulmonar de animais expostos a PPE atraves da quantificacdo do contetdo de hidroxiprolina
no tecido pulmonar. Estes autores sugerem que o remodelamento de coladgeno dentro dos
pulmdes foi indiretamente desencadeado apds a lesdo elastolitica. Outros estudos tém
mostrado que a progressao inicial do enfisema é devido a injdria proteolitica causada pela
PPE e que a sintese de colageno pelos fibroblastos é resultado do processo de reparo destes
danos pulmonares (GARDI et al., 1994; KUHN et al., 1976). Entretanto, este processo de
reparo nao restaura a estrutura e funcdo normal do tecido levando a alteragdes fisioldgicas e
patologicas (LAURENT, 1991).

Brewer et al., (2003) recentemente relataram que as paredes alveolares de ratos
tratados com PPE, que também sdo envolvidas no remodelamento, aparecem mais extensiveis
que as de ratos normais. Estes resultados sugerem diante do aumento do conteddo de
coladgeno que as paredes alveolares e as fibras colagenas sdo provavelmente mais fracas no
enfisema como consequéncia do processo de degradacdo e remodelamento (ITO et al., 2005).
De fato, a ultraestrutura do colageno no pulméo de individuos com enfisema revela fibras
engrossadas e desorganizadas ap6s o remodelamento (FINLAY et al., 1996). As fibras
coldgenas, mais rigidas, protegem o pulmdo contra rupturas em grandes volumes. Desse
modo, tem sido sugerido que o colageno do parénquima também tem um importante papel na
complacéncia pulmonar (SNIDER; SHERTER, 1977).

Finalmente, diante de inumeros estudos que utilizam a instilacdo de PPE para a
inducdo de enfisema em roedores, alguns encontram apenas alteracbes morfoldgicas
relacionadas ao enfisema (CHRISTENSEN et al., 1977); outros encontram alteracfes
estruturais relacionadas ao processo inflamatério (LUCEY et al., 2002; CHENG et al., 2009);
outros encontram alteragdes no conteldo das proteinas encontradas na MEC (RISHIKOF et

al., 2006); enquanto ainda outros encontram alteragfes estruturais relacionadas a alteragdes



55

funcionais (MARCHAND et al., 2000; BIRREL et al., 2005; ITO et al., 2005; LUTHJE et al.,
2009; INOUE et al., 2010b).

Desse modo, nossos modelos murinos de enfisema pulmonar também apresentaram
diferentes caracteristicas quanto a dose administrada e ao nimero de instilacdes: grupo 0,3U x
1 apresentou alteragdes estruturais como aumento moderado da percentagem de alvéolos
hiperinsuflados e alteragcdes nos componentes da MEC como a redugdo moderada de fibras
elasticas. O grupo 0,6U x 1 apresentou alteracBes estruturais como aumento da percentagem
de alvéolos hiperinsuflados e aumento moderado de Lm; aumento do processo inflamatério
caracterizado pelo aumento de células PMN e; reducdo de fibras elésticas e aumento de fibras
colagenas no parénquima pulmonar. Com relagdo aos animais do grupo 0,3U x 2, estes
apresentaram alteracGes funcionais caracterizada pela reducdo de recuo elastico; alteracbes
estruturais como aumento relevante da percentagem de alvéolos hiperinsuflados e de Lm;
evidente processo inflamatério caracterizado pelo aumento de células MN e da celularidade
total e; reducdo do contetido de fibras elasticas no tecido pulmonar. Porém o grupo 0,6U x 2
ndo apresentou alteracdes morfoldgicas relacionadas ao enfisema mas sim um grande
percentil de alvéolos colapsados; grande processo inflamatorio caracterizado pelo aumento de
todos os tipos de células inflamatérias (MN, PMN e celularidade total) e redugdo de fibras

eléasticas e aumento de fibras colagenas no parénquima pulmonar.
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7 CONCLUSAO

1) O modelo de enfisema com instilacdo dupla de 0,3U de elastase promoveu reducdo da
elastancia estatica do pulm&o de camundongos de acordo com estudos que indicam ser esse

uma caracteristica do enfisema moderado;

2) A morfometria pulmonar quantificou o0 aumento do didmetro alveolar médio nos animais
que receberam dose Unica de elastase 0,6U e dose dupla de elastase 0,3U e; aumento de
células inflamatorias em todos os animais induzidos ao enfisema, caracterizando aspectos
peculiares encontrados no enfisema como o alargamento dos espagos aéreos e 0 processo

inflamatorio;

3) O conteudo de fibras elasticas foi reduzido em todos os grupos induzidos ao enfisema por
elastase e o contetdo de fibras colagenas foi aumentado no parénquima pulmonar dos animais
que receberam dose Unica e dupla de elastase 0,6U, indicando o processo de destruicdo e

remodelamento dos componentes da matriz extracelular visto no enfisema pulmonar humano.

Finalmente, todos os modelos empregados para a inducdo do enfisema pulmonar por
elastase neste estudo apresentaram caracteristicas morfolégicas similares a encontradas em
humanos, sendo que o grupo 0,3U x 2 foi o Unico a apresentar alteracdes morfo-funcionais.
sugerindo-se a utilizacdo desse modelo para proposta de estudo que foquem alteracbes morfo-

funcionais, cujos processos de remodelamento ainda n&o estéo evidenciados.
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