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RESUMO



Lourenco JD. Avaliacdo do tratamento com um inibidor para
serinoprotease em modelo experimental de enfisema induzido por
exposicao a fumaca de cigarro [Dissertacao]. Sao Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Introducao: Demonstramos previamente que em modelo experimental de
enfisema pulmonar induzido por instilacdo de elastase, o inibidor de
serinoprotease rBmTI-A promoveu a melhora da destruicdo tecidual em
camundongos. Considerando que o tabagismo é o principal fator de risco para
o desenvolvimento da Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) e que o
modelo de exposicdo a fumaca de cigarro € considerado o que melhor
mimetiza esta doenca em humanos, este estudo teve por objetivo verificar a
acdo do inibidor para serinoproteases rBmTI-A sobre 0s processos
fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento do enfisema pulmonar, em
modelo de exposicdo ao tabaco. Métodos: Para a inducdo do enfisema
pulmonar, os animais foram expostos a fumaca de cigarro (duas vezes ao dia/
30 minutos/ 5 dias por semana/ durante 12 semanas), e 0s animais controle
permaneceram expostos ao ar ambiente. Dois protocolos de tratamento com o
inibidor rBmTI-A foram realizados. No primeiro, os animais receberam duas
administragdes do inibidor rBmTI-A ou de seu veiculo (Solugdo Salina 0,9%)
por via intranasal, sendo a primeira ap6s 24h do término das exposi¢des ao
cigarro e outra, 7 dias apdés a primeira instilacado do inibidor. No segundo
protocolo, os animais receberam 3 administracdes do inibidor rBmTI-A, durante
o tempo de exposicdo (12 dose: 24h antes do inicio da exposicado a fumaca de
cigarro; 22 dose: um més apos o inicio da exposicao; 32 dose: dois meses apds
o inicio). Apés o término dos protocolos de exposicao e tratamento, os animais
foram submetidos aos procedimentos para coleta dos dados de mecénica
respiratéria e avaliacdo do Intercepto Linear Médio (Lm). Para o segundo
protocolo, realizamos também as medidas para quantificacdo de fibras de
colageno e elastica, da densidade de células positivas para MAC-2, MMP-12 e
9, TIMP-1, Gp91phox e TNF-a no parénquima através de imunohistoquimica,
contagem de células polimorfonucleares além da expressao génica de MMP-12
e 9 no pulmao através de RT-qPCR. Resultados e Discussao: O tratamento



com o inibidor para serinoprotease rBmTI-A atenuou o desenvolvimento do
enfisema pulmonar apenas no segundo protocolo, quando foi administrado
durante a exposicao a fumaca de cigarro. Embora os grupos Fumo-rBmTIA e
Fumo-VE apresentem aumento de Lm comparados aos grupos controles,
houve uma reducao deste indice no grupo Fumo-rBmTIA comparado ao grupo
Fumo-VE. O mesmo comportamento foi observado para as andlises de
proporcdo em volume de fibras de elastica e colageno no parénquima. Além
disto, observamos aumento de macréfagos, MMP-12, MMP-9 e TNF-a nos
grupos expostos a fumaca de cigarro, mas o tratamento com o inibidor rBmTI-A
diminuiu apenas a quantidade de células positivas para MMP-12. Na avaliagao
da expressao génica para MMP-12 e 9, ndo observamos diferenca entre os
grupos experimentais e o mesmo comportamento foi observado para a
quantidade de células polimorfonucleares no parénquima. Além disso,
observamos aumento de GP91phox e TIMP-1 nos grupos tratados com rBmT]I-
A. Conclusoes: Tais resultados sugerem que o inibidor rBmTI-A nao foi efetivo
como tratamento da lesdo ap6s a doenca instalada. Entretanto, atenuou o
desenvolvimento da doengca quando administrado durante a inducdo do
enfisema, possivelmente através do aumento de GP91phox e TIMP-1,
acompanhados pela diminuicdo de MMP-12.

Descritores: modelos animais; doenca pulmonar obstrutiva cronica; enfisema
pulmonar; tabaco; inibidores de proteases; metaloproteinases da matriz.



ABSTRACT



Lourenco JD. Evaluation of a serine protease inhibitor treatment in an
experimental model of cigarette smoke-induced emphysema
[Dissertation]. Sao Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo"; 2016.

Introduction: We have previously showed that in an elastase-induced model of
emphysema, the treatment with a serine protease inhibitor rBmTI-A, resulted in
an improvement of tissue destruction in mice. Considering that smoking is the
main risk factor for the development of COPD, and the cigarette smoke (CS)
exposure is considered the best model to reproduce physiopathologic
similarities with such disease in humans, this study aimed to verify the rBmTI-A
treatment on the physiopathological processes involved in the development of
cigarette smoke-induced emphysema. Methods: To induce pulmonary
emphysema, animals were exposed to cigarette smoke (twice a day/ 30
minutes/ 5 days per week/ for 12 weeks) and the control animals were exposed
to room air. Two treatment protocols with rBmTI-A inhibitor were performed. In
the first one, animals received two administrations of rBmTI-A inhibitor or its
vehicle (Saline Solution 0.9%) by nasal instillation, one dose at 24 hours after
the end of exposure to tobacco smoke and another one, 7 days after the first
instillation of the inhibitor. In the second protocol, animals received 3 rBmTI-A
inhibitor administrations during the exposition time (1% dose: 24 hours before
the start of exposure to cigarette smoke; 2" dose: one month after the start of
exposure, 3" dose: two months after the start). After the end of exposure and
treatment protocols, animals were submitted to procedures for collection of
respiratory mechanics and evaluation of the Mean Linear Intercept (Lm). For the
second protocol, we also measured the volume proportion of collagen and
elastic fibers, the density of positive cells for MAC-2, MMP-12 and -9, TIMP-1,
GP91phox and TNF-a in lung parenchyma by immunohistochemistry. Also, we
evaluated the measurement of polymorphonuclear cells and the lung gene
expression for MMP-12 and 9 by RT-gPCR. Results and Discussion:
Treatment with the serine protease inhibitor rBmTI-A attenuated the
development of emphysema only in the second protocol, when it was
administered during exposure to cigarette smoke. Although Smoke-rBmTIA and



Smoke-VE groups showed an increase of Lm measure compared to Control
groups, there were a decrease in the Smoke-rBmTIA group compared to
Smoke-VE group. The same response was observed for the analysis of volume
proportion of elastic and collagen fibers in parenchyma. In addition, we
observed an increase of macrophages, MMP-12, MMP-9 and TNF-a in groups
exposed to cigarette smoke, but treatment with rBmTI-A inhibitor only
decreased the number of positive cells for MMP-12. We did not observed
difference between the experimental groups in lungs gene expression for MMP-
12 and 9, and the same behavior was observed for the amount of
polymorphonuclear cells in parenchyma. Moreover, we observed an increase of
GP91phox and TIMP-1 in groups treated with rBmTI-A. Conclusions: These
results suggest that rBmTI-A inhibitor was not effective for treatment of
parenchymal lesions after established disease. However, this inhibitor
attenuated the development of disease when administered during the induction
of emphysema, possibly by an increase of GP91phox and TIMP-1,
accompanied by a decrease of MMP-12.

Descriptors: models, animal; pulmonary disease; chronic obstructive;

pulmonary emphysema; tobacco; protease inhibitors; matrix metalloproteinases.



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1 Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC)

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é uma doenga comum,
prevenivel e tratavel, caracterizada pela persistente limitacdo ao fluxo aéreo
que é geralmente progressiva e associada ao aumento da resposta inflamatéria
nos pulmoes e nas vias aéreas, a gases ou particulas toxicas. A exacerbacao e
a comorbidade contribuem para a intensidade dessa doenca em pacientes
dependendo dos fatores intrinsecos aos individuos, como alteracées genéticas
e maior exposicao a fatores ambientais, como poluicdo atmosférica’.

As principais manifestagbes da DPOC sao a bronquite crénica e o
enfisema pulmonar. A bronquite crbénica é caracterizada por obstrucdo das
pequenas vias aéreas e presenca de tosse com duracdo superior a trés meses
por mais de dois anos consecutivos. No enfisema pulmonar, observa-se o
alargamento dos espacos aéreos distais com destruicdo do parénquima
pulmonar, perda da elasticidade pulmonar e fechamento de pequenas vias
aéreas sem evidéncia de fibrose?.

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), 80 milhdes de
pessoas tém DPOC moderada a severa. Em 2005, trés milhdes de mortes por
DPOC foram relatadas, e a OMS acredita que, no ano de 2030 a DPOC sera a
terceira principal causa de morte, sendo que em 1990 ocupava a sexta
posicdo®. H4 alguns anos a DPOC ainda era tida como uma doenca
progressiva e irreversivel, mas nas atuais diretrizes internacionais (Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) e American Thoracic
Society/European Respiratory Society), a DPOC é considerada uma doenca
modificavel e tratavel*>. No Brasil, ocupa o sexto lugar de causa de
mortalidade. Estima-se que 4,5 a 6 milhdes de brasileiros sejam portadores da
DPOC, representando altos custos com seu tratamento e grande impacto sobre
a sociedade, sobre os familiares e sobre os planos de satde®”’.

O principal fator de risco para o desenvolvimento da DPOC é o

tabagismo. A inalacdo da fumaca de cigarro e outras particulas nocivas, como



a fumacga de combustiveis de biomassa, causam uma resposta inflamatéria no
pulmdo, que em pacientes que desenvolvem a DPOC ocorre de maneira
exacerbada.

Com a progressao do processo inflamatério pode ocorrer aprisionamento
de ar e limitagdo progressiva do fluxo aéreo, o que por sua vez, resulta na falta
de ar e outros sintomas caracteristicos da DPOC'. Durante muitos anos,
considerou-se que apenas 15% dos fumantes desenvolveriam DPOC, no
entanto, mais recentemente demonstrou-se que a continuidade do tabagismo
determinaria obstrucdo ao fluxo de ar em vias aéreas em até 50% em
individuos com mais de 70 anos®. A deficiéncia em a-1 antitripsina (a1-AT), um
inibidor de proteases produzido pelo préprio corpo, é outro fator de risco
importante para o desenvolvimento da doencga pulmonar obstrutiva crénica. Em
um estudo desenvolvido por Eriksson® demonstrou-se que 2-3% dos pacientes
que apresentavam DPOC, também apresentavam deficiéncia grave em a-1

antitripsina.

1.2 Fisiopatologia da DPOC

1.2.1 Células Inflamatorias

Entre os tipos celulares descritos na DPOC, estdo os neutrdéfilos, os
quais estao relacionados ao aumento da liberacdo de oxidantes e proteases,
perpetuando o desequilibrio protease anti-protease .

O habito de fumar provoca o aumento do numero de neutréfilos no
pulmdo e a consequente liberagdo de elastase neutrofilica'’ associada a um
aumento da producdo de muco, agravando a obstrucdo ao fluxo aéreo e a
destruicdo das paredes alveolares'®. Muitos estudos demonstram o potencial
proteolitico dos neutréfilos e a producdo de metaloproteases como MMP-9 e
MMP-8'2,

Outro tipo celular que esta presente nas vias respiratérias, vias aéreas
distais, no Lavado Broncoalveolar (BAL) e escarro dos pacientes com DPOC,
sdo os macréfagos. Estas células sao responsaveis pela liberagdo de



mediadores inflamatdrios como o peroxido de hidrogénio (H2O2), anion
superdxido, proteases (MMP-12), fatores de crescimento e quimiocinas'®.
Sabe-se ainda que existe uma relacdo direta entre o numero de
macréfagos alveolares e a destruicao do pulméo, e que as metaloproteases de
matriz (MMPs) sdo produzidas durante a lesdo pulmonar. Dessa forma, tem
havido consideravel interesse no papel das MMPs derivadas de macréfagos na

degradagdo da matriz pulmonar no enfisema'.
1.2.2 Metaloproteases de Matriz (MMPs)

As metaloproteases compdem uma familia de enzimas que apresentam
acao proteolitica sobre os componentes da matriz extracelular. Estas enzimas
podem ser subdivididas em colagenases (MMP-1, - 8, -13), gelatinases (MMP-
2, -9), estromelisinas (MMP-3, - 10, -11), matrilisina (MMP-7), metaloelastase
de macréfagos (MMP-12), MMPs de membrana (MMP-14, -15, -16, -17) e
outras MMPs™. A atividade das MMPs é regulada por inibidores endégenos
especificos: inibidores de metaloproteases de matriz (TIMPs), como TIMP1, 2,3
e 4"

Ha evidéncias que as MMPs nao sé degradam a matriz extracelular, mas
também estdo entre as principais responsaveis na regulacdo do processo
inflamatério em modelos experimentais de exposicao a fumaga de cigarro™.

A metaloprotease 12 (MMP-12) tem como principal substrato a elastina,
bem como outros componentes da matriz extracelular e é produzida
predominantemente por macréfagos alveolares'®. Em estudo realizado por
Haumataki et al.", camundongos knockout para MMP-12 (ou seja,
camundongos deficientes na producdao de MMP-12) foram expostos a fumaca
de cigarro por 6 meses, seis dias por semana, e apresentaram menor numero
de macréfagos no tecido, sem desenvolvimento de lesdo tecidual quando
comparados com camundongos selvagens expostos as mesmas condicoes,
demonstrando desta forma que esta metaloprotease estd associada ao
desenvolvimento de enfisema induzido por fumo. Dessa forma, a inibicdo ou
delecdo de MMPs pode reduzir significativamente ou mesmo anular totalmente

o desenvolvimento do enfisema'®,



Churg et al."® demonstraram que animais expostos a fumaga de cigarro
e tratados com um inibidor para metaloproteases 9 e 12 , o AZ11557272,
apresentaram menor diminuicdo do fluxo de ar em comparacdo aos animais
expostos somente ao fumo, demonstrando desta forma um efeito protetor para
as alteragbes teciduais. Shapiro et al.?® demonstraram em estudo com
camundongos deficientes em elastase de neutréfilos (NE-/-) e em MMP-12
(MMP-12 -/-) expostos a fumaca de cigarro, que a elastase neutrofilica degrada
o inibidor tecidual de metaloproteases TIMP-1, aumentando a quantidade de
MMP-12; e inversamente, a MMP-12 degrada a a-1AT aumentando a acéao da
elastase de neutrdfilos. Assim, a elastase neutrofilica e a MMP-12 atuam
conjuntamente no aumento do potencial proteolitico uma da outra, sustentando
a hipo6tese protease- antiprotease.

A MMP-9 é uma gelatinase B secretada por células epiteliais dos
bronquios, neutréfilos, eosindfilos, mastocitos e macrofagos alveolares.
Estudos em humanos e em modelos animais demonstram a ligacao da MMP-9
com a DPOC. Foi identificado o aumento da expressao de MMP-9 em pulmdes
de pacientes fumantes pelo método de coloracdo por imunohistoquimica®'. Em
modelos animais, Vlahos et al.?> demonstrou que os niveis de MMP-9 em
camundongos se elevam apo6s 3 dias de exposicao a 9 cigarros, e que houve
aumento dose dependente de MMP-9 em camundongos BALB/c expostos a 3-
9 cigarros por 4 dias.

1.2.3 Hipétese Protease-Antiprotease

O desequilibrio entre proteases e antiproteases € reconhecido como o
principal mecanismo para explicar a patogénese da DPOC desde a década de
60°. Esta teoria provém de observagdes clinicas em pacientes deficientes em
al1-AT que desenvolveram enfisema grave, embora seja raro o aparecimento
de enfisema somente devido & auséncia desta antiprotease®. Este
desequilibrio se da principalmente devido ao aumento do numero de
macréfagos e neutréfilos no trato respiratério e o consequente aumento da

liberacdo de proteases. Essas proteases causam destruicdo do tecido



pulmonar que € inibida pela acdo da a1-AT. Assim, se ha baixos niveis séricos
de a1-AT, o processo de destruicdo do tecido pulmonar leva ao enfisema®*.

A exposicdo crbnica ao cigarro comanda a invasao das células
inflamatérias nos espagos aéreos alveolares e a consequente liberagdo de
grandes quantidades de elastases, o que para pacientes deficientes em a1-AT
se torna muito mais critico®.

Além do desequilibrio protease-antiprotease e da inflamacéao
consequente, mediada principalmente por macréfagos e neutrofilos, ha também
outros mecanismos como 0O estresse oxidativo e a apoptose de células

estruturais, que estdo envolvidos no desenvolvimento do enfisema pulmonar'®
18, 26, 27, 28, 29

1.3 Modelos Experimentais para o estudo da Fisiopatologia da DPOC

O estudo da fisiopatologia da DPOC em seres humanos é restrito ao uso
de observacbes morfolégicas e moleculares em fragmentos de tecido de
pulmdes retirados de pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos, ou
estudos “in vitro” limitados a um unico tempo. Dessa forma, existe uma grande
expectativa quanto ao uso de modelos desenvolvidos em animais de
laboratério para o estudo da patogénese, das mudancas funcionais e dos
efeitos de possiveis farmacos como novos tratamentos, sendo que estes
estudos podem ser feitos “in vivo”. Entretanto, € de extrema importancia se
considerar as vantagens e desvantagens da utilizacdo de cada um destes
modelos, uma vez que sao modelos ndo espontdneos da doencga e que até o
momento ndo se encontrou um modelo experimental ideal que mimetize por
inteiro o fendtipo da doenca. Os dois modelos experimentais de DPOC mais
utilizados sao os que utilizam instilacao de proteases e exposicao a fumaca de

cigarro.
1.3.1 Modelo de Enfisema induzido por Exposicao a Fumaca de Cigarro

A exposicao a fumaga de cigarro € o modelo considerado o mais

préximo do observado em humanos, uma vez que o cigarro € a principal causa



de desenvolvimento de DPOC. Nestes estudos, os animais sdo expostos a
fumaca de cigarro, diariamente, em sistemas nos quais 0s animais
permanecem com 0 corpo todo ou somente o nariz exposto a fumaca de
cigarro®.

No entanto, um fator importante a ser levado em consideracgéo, é o longo
tempo de exposicdo a fumaca de cigarro requerido para a inducao do enfisema
pulmonar. Wright et al.*® encontraram desenvolvimento de enfisema em
camundongos apdés 6 meses de exposicoes diarias. No entanto, Valenca et
al.®' demonstraram presenca de lesdo do parénquima apds 2 meses de
exposicoes diarias (3X ao dia), porém a avaliagdo do intercepto linear médio,
que contempla o alargamento dos espacos aéreos distais, demonstrou uma
lesdo tecidual menor do que a obtida em modelos de exposicao de seis meses
ao fumo. Experimentos prévios em nosso laboratério demonstraram que a
exposicao crénica por 3 meses, duas vezes ao dia, provocou enfisema em
camundongos.

A grande vantagem desse modelo, € que além do enfisema ser
provocado pelo mesmo agente causador da doenca em humanos, é possivel
produzir a lesdo tecidual caracteristica do enfisema pulmonar, remodelamento
das vias aéreas e em algumas espécies, o0 remodelamento vascular e
hipertensao pulmonar®.

No entanto, a lesdo tecidual observada € considerada inferior a
observada nos modelos que utilizam a instilacdo de proteases e em humanos
com enfisema e, no momento em que se encerra a exposi¢cao destes animais a
fumaca de cigarro, ndo existe a progressao da doenga, ao contrario do que é
observado em humanos *.

Apesar disso, estudos ainda demonstram que o modelo de exposicao a
fumaca de cigarro é o modelo mais indicado para avaliar o efeito de

medicamentos e terapias'® .

1.3.2 Modelo de Enfisema induzido por Instilacao de Elastase

A utilizacado de proteases, entre estas a Elastase Pancreatica de Porco
(PPE), em estudos experimentais surgiu com base em descrigdes clinicas de



individuos deficientes em a1-Antitripsina que desenvolviam precocemente
enfisema pulmonar, originando a hip6tese protease/antiprotease. Nos estudos
que elucidaram essa hip6tese, foram usados varios tipos de enzimas e,
observou-se que apenas as enzimas que degradavam as fibras elasticas do
pulmdo, causavam o enfisema provando que a destruicdo das fibras
constituintes do parénquima é fundamental para o desenvolvimento dessa
doenca®.

A vantagem da utilizacao de proteases € que a gravidade da doenca que
se quer provocar pode ser determinada pela concentracdo da protease em
questao e requer apenas uma unica dose de administracdo da droga. Estudos
demonstram que apés 21 dias da data da inducédo, pode se obter lesdo e
remodelamento do parénquima pulmonar®-¢.

A maior desvantagem desse modelo é que ndo sao observados todos os
eventos fisiopatolégicos que ocorrem mediante exposi¢cao ao fumo, e por isso,
a relevancia de terapias utilizadas nesse modelo sdo menos claras do que as

utilizadas em modelo de fumo.

1.4 Utilizacao de Inibidores Proteicos de Proteases em Modelos

Experimentais de Enfisema

Os inibidores enzimaticos proteicos exercem um importante papel
regulador em células que participam de processos inflamatérios, atribuindo-lhes
desta forma, um possivel uso para fins farmacoldgicos. A utilizacdo de
inibidores de elastase neutrofilica humana em modelos experimentais tém
apresentado resultados satisfatérios na redugdo da migracao de células
inflamatérias®’, da liberagdo de quimiocinas® e consequentemente do
processo inflamatério pulmonar®®.

Wright et al.*® testaram o efeito de um inibidor sintético de serino
elastase em um modelo experimental de enfisema. Cobaias foram expostas a
inalacdo de fumaca de cigarro agudamente (3 dias) e cronicamente (6 meses)
e parte destes animais foi tratada conjuntamente com ZD0892, um inibidor de
elastase. A administracado do ZD0892 diminuiu os efeitos inflamatérios em
ambos os tempos. Nos animais expostos agudamente observou-se reducao no



namero de neutréfilos no lavado broncoalveolar e diminuigcdo da destruicdo do
parénquima pulmonar. Nos animais expostos cronicamente, observou-se
também diminuicdo da atividade inflamatéria e destruicdo de parénquima com
diminuicdo também do fator de necrose tumoral (TNF-a).

Em outro estudo, desenvolvido por Kuraki et al.*', utilizou-se um inibidor
oral de elastase neutrofilica (ONO-6818) em dois modelos experimentais de
doencga pulmonar em ratos, um modelo de lesdo pulmonar aguda e outro de
enfisema pulmonar. O pré-tratamento com o ONO-6818 inibiu o
desenvolvimento tanto da lesdo pulmonar aguda quanto do enfisema pulmonar
e estes efeitos foram dose dependentes. Outro estudo realizado em nosso
laboratério*?, mostrou que a administracdo do inibidor de serinoproteases
rBmTI-A (Rhipicephalus Boophilus microplus inhibitor) tanto 1 hora quanto 21
dias apos a indugédo do enfisema por instilacdo de Elastase Pancreatica de
Porco (PPE), resultou na melhora da lesao do parénquima pulmonar, diminuiu
0 numero de células positivas para MMP-12 e de fibras de colageno,

aumentadas nos animais que nao receberam o tratamento com o inibidor.

1.4.1 Inibidor de serinoproteases do carrapato Rhipicephalus Boophilus

microplus

Diversos inibidores de serinoproteases foram descritos no carrapato
Rhipicephalus Boophilus microplus com atividades inibitérias sobre tripsina
bovina, Calicreina Plasmatica Humana (HuPK) e Elastase de Neutréfilos
Humana (HNE)**. O sequenciamento de DNA complementar (cDNA) de
diferentes tecidos de B. microplus realizado por Guerrero e seus
colaboradores® identificou um grande nimero de sequéncias de cDNA que
traduzem para inibidores de serinoproteaes do carrapato. Dentre essas
sequéncias foi identificada a sequéncia do DNA do inibidor BmTI-A.

Rhipicephalus (B.) microplus € um importante ectoparasita bovino com
extensa distribuicdo geografica nas regides tropicais e subtropicais do mundo,
especialmente no Brasil*®. Foi descrito, nas larvas e ovos desse carrapato, uma
atividade inibitéria para serinoproteases, que protege o hospedeiro de

infecgdes por patdégenos ou parasitas, inibe proteases de fungos e bactérias, e



que provavelmente regula as proteases envolvidas na coagulacdo e ativacao

de citocinas®’.
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2. JUSTIFICATIVA

Resultados obtidos em estudo anterior, demonstraram que o tratamento
com rBmTI-A atenuou a lesdo do parénquima pulmonar em camundongos
submetidos a um protocolo de enfisema pulmonar induzido através da
instilacao de elastase pancreatica de porco.

Considerando os diferentes mecanismos fisiopatol6gicos envolvidos no
desenvolvimento do enfisema pulmonar, o fato de que até o momento nao
exista nenhum tratamento eficaz com reversao do processo de lesado tecidual, e
que o modelo de exposicao a fumaga de cigarro € o que melhor mimetiza o
enfisema em humanos, torna-se importante verificar a acdo deste inibidor
especifico sobre os processos fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento
do enfisema induzido por este modelo experimental, 0 que poderd auxiliar em

futuros estudos para o tratamento desta doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel do inibidor de serinoprotease rBmTI-A, sobre os
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no desenvolvimento do enfisema
pulmonar em camundongos submetidos a um protocolo de exposicao a fumaca
de cigarro.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os parametros de mecéanica pulmonar (Raw, Gtis e Htis)

nos animais controle e doentes, tratados e nao tratados.

e Avaliar a destruicao tecidual no parénquima pulmonar nos grupos
experimentais propostos.

e Quantificar a proporcdo em volume de fibras de colageno e
elastica no parénquima pulmonar, nos grupos experimentais

propostos.

e Quantificar a densidade de macréfagos (MAC-2) e de células
positivas para MMP-12, MMP-9, TIMP-1, GP91phox e TNF-a no

parénquima pulmonar dos grupos experimentais propostos

e Quantificar a densidade de células polimorfonucleares no

parénquima pulmonar nos grupos experimentais propostos.

e Quantificar a expressao génica para MMP-12 e MMP-9 no pulméo
dos animais controle e doentes, tratados e n&o tratados.
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4. METODOS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos (peso médio 26g),
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP).
Os animais receberam os cuidados necessarios de acordo com o “Guia de
cuidados e uso de animais de laboratério” (NIH publication 85-23, revisado em
1985) e com a Lei Arouca (Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008). Numero do
Projeto CEUA: 119/13

4.1 Primeiro Protocolo

4.1.1 Inducao do Enfisema Pulmonar

Para inducdo do enfisema pulmonar, os animais foram expostos a
fumaca de cigarro. A exposigdo ao fumo foi realizada em uma camara de
inalacdo (28L), com duas entradas (para ar e fumo), uma saida e um
ventilador, para aumentar a mistura entre o ar e a fumaga dentro da caixa. O
fluxo de ar sintético na primeira entrada foi de 2 L/min, e a segunda entrada
recebeu um fluxo de ar sintético, que passa através de um Sistema Venturi
ligado a um cigarro aceso, aspirando a fumaga do cigarro e conduzindo-a para
dentro da caixa. A taxa de fluxo de ar nesta segunda entrada pode ser alterada
fornecendo mais ou menos mistura de fumo para a caixa. Definimos a taxa de
fluxo de 1,5 L/min, o que produz niveis de CO variando de 250 a 350 ppm
(partes por milhdo). A concentracdo de carboxihemoglobina em camundongos
expostos ao fumo foi mantida a 10% (x 1,3). Os animais foram expostos a 12
(x1) cigarros comercialmente filtrados (0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatrao e
10 mg de mondxido de carbono por cigarro) com concentracdo total de
particulas em suspensdo (TPM) 354,8 + 50,3 pg/m® por dia. Os camundongos
expostos a fumacga do cigarro foram mantidos na caixa com estes niveis de CO
durante 30 minutos, duas vezes por dia, 5 dias por semana, durante 12

semanas. Os animais controles permaneceram expostos ao ar ambiente.
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Figur381. Esquema ilustrativo da caixa de exposi¢do a fumaga de cigarro (adaptado de
Biselli™).

4.1.2 Tratamento com Inibidor de Proteases

Apbs o término das exposicbes a fumaca de cigarro, esperamos 24h
horas para fazer a primeira instilacao do inibidor de serinoproteases, o rBmTI-A
(Boophilus microplus trypsin inhibitor). Cada animal recebeu 35,54 pmol de
rBmTI-A em 50 uL de solugdo também por via intranasal. O veiculo utilizado foi
solugédo salina 0,9%. Foram feitas duas instilagbes, com intervalo de 7 dias

entre elas, como mostra a Figura 2.

7 dias
Fim da 24 horas

exposi¢cdo_

Inicio da 12 sel[nanas 1°dose de 2"dose de
exposicao rBmTI-A rBmTI-A

Figura 2: Esquema ilustrativo de como o inibidor rBmTI-A foi administrado na primeira fase do
estudo.
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4.1.3 Grupos Experimentais

No plano inicial, foram descritos quatro grupos experimentais:

Grupo Controle-VE: Animais que foram mantidos por 12 semanas no
biotério expostos ao ar ambiente, e que ao final desse tempo, receberam duas
instilacdes de solugéo salina (NaCL 0,9%), veiculo do rBmTI-A (n=9)

Grupo Controle-rBmTIA: Animais que foram mantidos por 12 semanas
no biotério expostos ao ar ambiente, e que apds este periodo receberam duas
doses de tratamento com rBmTI-A (n=9).

Grupo Fumo-VE: Animais que foram expostos a fumacga de cigarro
durante 30 minutos, duas vezes por dia, 5 dias por semana, durante 12
semanas. Apdés o término da exposicdo estes animais receberam duas
instilacdes de solugéo salina (NaCL 0,9%), veiculo do rBmTI-A (n=7)

Grupo Fumo-rBmTIA: Animais que foram expostos a fumaca de cigarro
durante 30 minutos, duas vezes por dia, 5 dias por semana, durante 12
semanas. Apds o término da exposi¢ao estes animais receberam duas doses
de tratamento com rBmTI-A, (n=7)

4.1.4 Avaliacao da Mecanica Respiratéria

Apbs 15 dias do término de exposicdo ao fumo e apds as duas
instilacbes de rBmTI-A, os animais de cada grupo foram anestesiados com
Thiopental (50 mg/kg, por via intraperitoneal), tragueostomizados com um
cateter intravascular 20G e conectados a um respirador para pequenos animais
(FlexiVent, SCIREQ, Montreal, Canada). Os animais foram ventilados com um
volume corrente de 10 mL/kg e frequéncia respiratéria de 120 ciclos/minuto. Foi
calculada a impedéancia do sistema respiratério (Zrs) dos animais de cada
grupo, para tanto foi utilizado um sinal de perturbacdo em volume de 16
segundos. A ventilagcdo mecanica foi interrompida somente para a aplicacao
das perturbagdes. Apds a perturbacao, os dados foram coletados.

Para analise das impedancias obtidas, utilizamos o modelo de fase

constante, descrito por Hantos*.
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O parametro Raw (resisténcia de vias aéreas), nos permite a analise
isoladamente das vias aéreas, sem a interferéncia do tecido pulmonar. O
parametro Gtis avalia a resisténcia tecidual, enquanto que o parametro Htis

seria a elastancia do tecido pulmonar.
4.1.5 Analise Histolégica

Os pulmdes foram fixados em formaldeido (4%) sob pressdo constante
de 20 cmH>0 por 24 horas. Apos a fixagao fizemos cortes destes pulmdes para
analises morfométricas e de imunohistoquimica. Para as analises
morfométricas foram feitas coloracbes com Hematoxilina-Eosina, Picrossirius

Red (para as fibras de colageno) e Resorcina-Fucsina (para fibras elasticas)®.

4.1.6 Avaliacao Morfométrica

Para a analise morfométrica, foi realizada uma leitura cega (o
pesquisador ndo sabia a que grupo experimental as laminas pertenciam)
através da utilizagdo do reticulo de Weibel®', composto por 100 pontos e 50
retas acoplado a ocular de um microscépio 6ptico convencional, como mostra a

Figura 3:
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Figura 3: Modelo do reticulo de Weibel utilizado nas analises morfométricas. Na foto acima, ele
se encontra sobre uma fotomicrografia de parénquima pulmonar corado com Hematoxilina e

Eosina. Adaptado de Weibel et al’".

Medidas do Intercepto Linear Médio (Lm)
O intercepto linear médio € um indice do didametro médio dos espacos

aéreos distais. Utilizando o reticulo sobreposto ao parénquima pulmonar nas
regides mais periféricas do parénquima, foi contado o nimero de vezes que 0s
segmentos do reticulo cruzam as paredes dos alvéolos em um aumento de
200X,

Foi feita uma média de vinte campos para cada lamina e calculado o Lm
através da seguinte equacao:

Lm = 2500 ym/média do numero de vezes que os segmentos
cruzaram as paredes dos alvéolos.

O valor de 2500 um € obtido através da aferi¢cdo do reticulo utilizado, por

meio de uma régua da fabricante Zeiss. A somatéria de todos os segmentos do

reticulo resulta no valor 2500um.
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4.2 Segundo Protocolo

4.2.1 Inducao do enfisema

Foi utilizado a mesma forma de inducdo do enfisema pulmonar descrito

na primeira fase do estudo.

4.2.2 Tratamento com Inibidor de Proteases

Os animais receberam 3 doses do inibidor rBmTI-A, sendo a primeira
delas administrada 24 horas antes do inicio da exposicao a fumaca de cigarro;
a segunda dose um més apos o inicio da exposicao e, a terceira dose dois
meses apls o inicio da exposicdo, como mostra a figura 4. Cada animal
recebeu 35,54 pmol de rBmTI-A em 50 pL de solugdo também por via

intranasal em cada uma das doses. O veiculo utilizado foi solugéao salina 0,9%.

24h Inicio da Lmés 1més 1 més Fimda
__J,__exposicdo ;l" w|' A exposicdo
Ll | | ]
1 | | ]
1°dose de 2°dose de 3°dose de
rBmTI-A rBmTI-A rBmTI-A

Figura 4: Esquema ilustrativo de como o inibidor rBmTI-A foi administrado na segunda fase do
estudo.

4.2.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos:

Grupo Controle-VE: Animais que foram mantidos por 12 semanas no
biotério expostos ao ar ambiente, e que receberam tratamento com solugéao
salina (NaCL 0,9%), veiculo do rBmTI-A (n= 8)
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Grupo Controle-rBmTIA: Animais que foram mantidos por 12 semanas
no biotério expostos ao ar ambiente, e que receberam tratamento com o
inibidor rBmTI-A (n=7)

Grupo Fumo-VE: Animais que foram expostos a fumacga de cigarro
durante 30 minutos, duas vezes por dia, 5 dias por semana, durante 12
semanas € que receberam tratamento com solucdo salina (NaCL 0,9%),
veiculo do rBmTI-A (n= 6)

Grupo Fumo-rBmTIA: Animais que foram expostos a fumaca de cigarro
durante 30 minutos, duas vezes por dia, 5 dias por semana, durante 12
semanas e que receberam tratamento com o inibidor rBmTI-A (n= 8)

4.2.4 Avaliacao da Mecanica Respiratéria

Apbs 24 horas do final da exposicdo, os animais foram devidamente
anestesiados, submetidos a analise da mecénica respiratéria e em seguida,
eutanasiados seguindo a mesma metodologia do primeiro protocolo.

4.2.5 Avaliacao Morfométrica

A andlise morfométrica foi feita para a segunda fase do experimento
seguindo a mesma metodologia ja descrita acima para avaliacao do Intercepto
Linear Médio no primeiro protocolo.

Medida das Fibras de Colageno e das Fibras de Elastica

Para quantificagdo de fibras colagenas e elasticas utilizamos a técnica
de contagem de pontos. Para tanto, foram contados o numero de pontos que
incidiam sobre as fibras de colageno e de elastica e também os pontos que
incidiam no parénquima remanescente®. Para o calculo, utilizou-se a seguinte

equacao:

Proporcao de Fibras de Colageno e Elastica no Parénquima
Remanescente = nimero de pontos que incidiam nas fibras de colageno

(ou elastica) / numero de pontos que incidiam no parénquima.
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Foram contados 15 campos por lamina com um aumento de 400X.

Imunohistoquimica

Para imunohistoquimica, cortes dos pulmdes foram desparafinizados e
hidratados. Ap6s blogueio com peroxidase enddgena foi feita recuperacao do
antigeno com tampao citrato (pH=6) em temperatura alta ou em tripsina.

Através da imunohistoquimica, realizamos a quantificacdo para os
seguintes marcadores, demonstrados abaixo na Tabela 1. Como anticorpo
secundario, utilizamos o Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA), de acordo com o seu respectivo anticorpo primario. O cromdgeno
3,3'-diaminobenzidine (DAB, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foi
utilizado para revelacdo e, em seguida, os cortes foram contra corados com

Hematoxilina de Harris.

Tabela 1. Anticorpos usados nas reagoes de imunohistoquimica

Marcador Anticorpo Primario Diluigdo
Anticorpo monoclonal produzido em rato
MAC-2 (Clone M3/38; Cedarlene Laboratories, 1:5000
Canada).
Anticorpo policlonal produzido em cabra .
s (5 C-8839 Sta. Cruz Biotechnology, USA) L
Anticorpo policlonal produzido em cabra ]
a3 (5 C-6840 Sta. Cruz Biotechnology, USA) L
Anticorpo policlonal produzido em coelho :
i (5 C-5538 Sta. Cruz Biotechnology, USA) i
GP91phox Anticorpo policlonal produzido em cabra 1-400

(5C-5827 5ta. Cruz Biotechnology, USA)

Anticorpo monoclonal produzido em
TNF-a camundongo (SC-52B83 Sta. Cruz 11000
Biotechnology, USA)

Tabela 1: Anticorpos usados nas reagbes de imunohistoquimica, bem como seus fabricantes e

dilui¢cdes utilizadas.
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Quantificacao da Densidade de Macréfagos e Células Positivas para
MMP-12, MMP-9, GP91phox, TIMP-1 e TNF-a

A densidade de macréfagos, células positivas para MMP-12, MMP-9,

GP91phox, TIMP-1 e TNF-a no parénquima alveolar foi obtido através da
contagem do numero de pontos. Utilizando o mesmo reticulo de 100 pontos e
50 retas com area conhecida (62.500 um? no aumento de 400X) foi contado o
namero de pontos que cairam no parénquima para cada campo escolhido. A
area de tecido alveolar para cada campo foi calculada de acordo com o0 nimero
de pontos que interceptaram os septos alveolares.

Depois foi contado o niumero de células positivas presentes no tecido do
parénquima. A densidade de células foi determinada pela seguinte equacgao:
Densidade de células positivas = nimero de células positivas / nimero de
pontos que incidiam no parénquima

O resultado estd expresso como células/um?. Foram contados 15
campos por lamina com um aumento de 400X.

Quantificacao da Densidade de Células Polimorfonucleares (PMN)

A densidade de células PMN no parénquima pulmonar foi avaliada por
morfometria convencional, utilizando-se o0 mesmo reticulo com 100 pontos e 50
retas e area conhecida (10.000 um? aumento de 10x), acoplado & ocular de
um microscopio Optico convencional. Foram escolhidos 10 campos aleatérios
do parénquima pulmonar para ser feita a contagem do numero de células na
area do reticulo, dividida pelo numero de pontos que caiam no parénquima. Os

resultados foram expressos em células por micrémetros quadrados®*>°.

4.3 Estudo da expressao génica para Metaloproteases

Para o estudo da expressdo génica para metaloproteases no pulméao
dos animais, o segundo protocolo de inducdo do enfisema por exposicdo a
fumaca de cigarro e tratamento com o inibidor rBmTI-A foi repetido. Os

mesmos 4 grupos experimentais foram mantidos.
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4.3.1 Criopreservacao de tecidos e Extracao de RNA

Para estudos moleculares, os pulmdes dos animais foram preservados
por congelamento, apds o protocolo de inducédo do enfisema e tratamento com
o inibidor rBmTI-A, seguido da eutanasia. Para isso, o tecido coletado foi
primeiro imerso durante uma noite a 4 °C em solucao de preservacao RNAlater
(Ambion, Autsin, TX). No dia seguinte, os tubos contendo as amostras foram
centrifugados brevemente e o excesso de RNAlater foi removido por aspiragéo.
Os tecidos foram entao transferidos para outros tubos de criopreservagcao e
guardados a -80 °C. O tecido pulmonar foi homogeneizado em presenca de
iml de mistura de extracdo de RNA (TRIzol, Invitrogen, Carlsbad, CA)
utilizando um homogeneizador de alta frequéncia (Precellys 24, Bertin). O
isolamento do RNA foi completado pelo método modificado de isotiocianato de
guanidina/fenol/cloroférmio em etapa Unica. A quantidade e a qualidade dos
RNAs produzidos foram verificadas pela espectrofotometria e pela eletroforese
em gel de agarose para todos 0s grupos experimentais, para poder dar inicio

aos experimentos de transcricao reversa.

4.3.2 Analise da Qualidade do RNA

A qualidade do RNA extraido foi verificada através da técnica de
eletroforese em gel de agarose a 1%. Para aplicacdo dessa técnica, as
amostras de RNA obtidas foram ressuspendidas em 50 ul de dgua DEPC e
desnaturadas a 65° C por 10 minutos. O gel de agarose foi preparado em cuba
de eletroforese na concentracdo de 1g de agarose em pd para 100ml de
tampédo TBE (TRis; Borato; EDTA). Foram preparados 6 pl de cada amostra
com a composicao de 4 ul de agua DEPC, 1 ul da amostra e 1 pl de tampao
(6X Loading Die). Apo6s a realizagdo da eletroforese, as placas de gel foram
imersas em solucao de Brometo de Etidio por 20 minutos e fotografadas em
camara escura. As amostras que apresentaram as bandas 28S e 18S nitidas
foram consideradas de boa qualidade e puderam ser utilizadas nas etapas

seguintes, como mostra a Figura 5.
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—> Poc¢o

—> 28S

—> 18S

Figura 5: Fotomicrografia de eletroforese em gel de agarose. Podem-se ver as bandas de RNA
ribossomal 28S e 18S bem definidas.

4.3.3 Quantificacao do RNA total

O total de RNA das amostras foi quantificado por espectrofotometria de
massa. Foi utilizado o espectrofotbmetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA) e o software NanoDrop ND-1000. Para cada
amostra, foram utilizados 2 pl de material e o valor de concentracao de RNA ([ ]
ng/ul) dado pelo software e anotado para possibilitar o calculo do volume de

cada amostra necessario para a transcri¢cao reversa em cDNA.

4.3.4 Transcricao reversa

Os RNAs totais que passaram pelo controle de qualidade foram
submetidos a transcri¢cao reversa para a sintese de cDNA. Isso foi feito com a
utilizacdo de cerca de 1ug de massa de RNA total. O volume de cada amostra
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necessario para a reagao foi calculado pela formula:

Vamostra = 1 /[ ] ng/pl amostra x 1000

Para a transcri¢do reversa (RT) do RNA em cDNA foi utilizado o kit High
Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). O volume final de cada reacéao foi de 20 pl, sendo 11
Ml do Master Mix e 9 ul a soma do volume de RNA ja calculado anteriormente
com a agua DEPC, de acordo com o manual do produto. Os ciclos de RT foram
programados no termociclador da seguinte forma:

Passo 1 — 60 minutos a 372 C

Passo 2 — 5 minutos a 952 C

Passo 3 — Espera a 4° C.

4.3.5 Real-time RT-qPCR

A expressao das metaloproteases de matriz MMP-9 e MMP-12 foram
avaliadas para todos os grupos experimentais pelo método quantitativo de PCR
em tempo real (Real Time RT-gPCR).

O sistema TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) foi
escolhido para o estudo da expressdao da MMP-12 (Mm00500554_m1), e MMP-
9 (Mm00442991_m1) pois ja existem ensaios padronizados neste sistema para
estes alvos. O sistema TagMan® utiliza um par de iniciadores (primers) para
amplificar por PCR uma regido do mRNA de interesse. A identidade do produto
amplificado € verificada pela hibridacdo de uma sonda marcada com
fluorocromo (VIC ou FAM) na extremidade 5 e um atenuador (quencher) de
emissao fluorescente na extremidade 3'. Se o produto de PCR gerado derivar
do mRNA de interesse, a hibridacdo da sonda ao produto amplificado fara com

que o fluorocromo se afaste do atenuador o que permite que fétons sejam
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emitidos pelo corante fluorescente excitado.

As reagbes RT-qPCRs foram executadas em placas de 96 pogos com a
utilizagdo de 2uL de produto de transcricdo reversa, 10uL de TagMan Gene
Expression Master Mix (2X), 1uL do ensaio TagMan Gene Expression Assay
(20X) e 7uL de agua deionizada, em volume final de 20 ul. O perfil térmico
das reacdbes consistiu de 95 °C por 10 min e 40 ciclos de 15 s de desnaturacao
a 95 °C e 1 min a 60 °C. As amplificacbes foram executadas em um
termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

Para que a expressao dos genes de interesse seja comparavel entre os
experimentos, as amplificagbes foram normalizadas utilizando o gene Gapdh
como controle enddgeno, ja que este € um dos genes cuja expressao se
mantém  relativamente constante no pulmdo dos camundongos
independentemente dos estados fisioldgicos das células. Diferente dos demais
genes, a RT-gPCR em tempo real para avaliar a expressdo do Gapdh foi
realizada utilizando um corante que gera fluorescéncia quando ligado ao DNA
fita-dupla (5X HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (ROX) Solis Biodyne).

Visto que a expressdo do gene normalizador foi determinada com
reagente diferente do utilizado para avaliar a expressdao dos genes de
interesse, para que os calculos fossem validos, as eficiéncias de amplificacao
do alvo (Ensaios Tagman) e da referéncia enddégena (Ensaios EvaGreen)
devem ser aproximadamente iguais. Se a eficiéncia de amplificacao do Gapdh,
realizada com ensaio por EvaGreen, for a mesma da eficiéncia de amplificacao
dos genes de interesse (realizados com ensaio pelo sistema TagMan), nenhum
ajuste é necessario. Caso contrario, é preciso que ajustes matematicos sejam
realizados para que a expressao relativa dos genes de interesse possa ser
calculada.

A determinacado da eficiéncia de amplificacdo foi realizada utilizando
diluicbes seriadas de produto de transcricdo reversa das amostras de RNA
utilizadas em nosso estudo. Uma amostra que apresentou expressao génica
alta para os genes alvo foi selecionada e amplificada como um ensaio de PCR
em tempo real utilizando os reagentes apropriados (EvaGreen para Gapdh e
TagMan para os genes-alvos). As curvas padrdées de amplificagdo foram
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construidas utilizando como coordenadas o logaritmo na base 10 das
concentracdes dos produtos de transcricao reversa e o Ct (Cycle Threshold)
obtido em cada diluicéo, e a relacao entre esses parametros determinada pela
regressao linear. A equivaléncia da eficiéncia de amplificacdo de Gapdh as
eficiéncias de amplificacdo dos genes-alvo foi verificada comparando a
inclinacdo da reta que representa a curva padrdo e também através da

eficiéncia de amplificacao, calculada pela equacao:

Eficiéncia da PCR = 107(1/S)-1 onde S é a inclinacao da reta de

regressao.

O valor de Ct corresponde ao numero de ciclos de PCR necessarios
para que o sinal fluorescente da reacdo cruze o limiar (threshold) acima do
ruido de fundo (background), ou seja, a expressao do gene s6 é detectada
quando o sinal fluorescente acumulado ultrapassa o threshold. Dessa forma,
quanto menor o Ct, menor o numero de ciclos de PCR necessarios para
detectar um gene, e portanto maior sua expressao.

Em nosso estudo, encontramos uma divergéncia entre a eficiéncia de
amplificagdo dos genes alvos (MMP-9 e MMP-12) e o gene enddgeno (Gapdh).
Dessa forma, decidimos nao utilizar o método de 2 2! como procedimento de
normalizacdo. No lugar deste método, construimos curva padrdao com a
amostra calibradora, relacionando os Cts e as concentracées de produto de RT
utilizadas na amplificagdo. Os resultados do acumulo de RNA para as MMPs e
Gapdh (expresso como uma fracao do expresso na amostra calibradora) foram
obtidos pela interpolacédo nas curvas padroes.

4.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi feita através da utilizacdo do software Sigma Stat
(SPSS Inc, Chicago, IL, EUA).

Para a analise de todos os dados referentes ao primeiro e segundo
protocolos do estudo utilizamos a analise de varidncia para dois fatores,
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seguido do teste de multiplas comparagdes: Holm-Sidak. Todos os dados
obtidos foram expressos como média e erro padrao relativos. Um valor de

p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. Primeiro Protocolo

Ao analisarmos as medidas de mecanica respiratéria, ndo observamos
diferenca estatistica entre os grupos para as medidas de Raw, Gtis e Htis
(Figura 6A, 6B e 6C).
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Figura 6. Parametros de Raw (A), Gtis (B) e Htis (C) no primeiro protocolo do estudo. Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos para as trés medidas.
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No entanto, quando analisamos as medidas de Lm, podemos observar
que os grupos Fumo (Fumo-VE e Fumo-rBmTIA) apresentam aumento da
lesdo tecidual, quando comparados aos grupos Controle (Controle-VE e
Controle-rBmTIA) (p=0,003) e que o tratamento com rBmTI-A ndo diminuiu

essa lesdo (Figura 7).
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Figura 7. Valores do Intercepto Linear Médio (Lm) e fotomicrografias no primeiro protocolo do
estudo. *p=0,003 comparado aos grupos Controle-VE e Controle-rBmTIA. Abaixo as fotos
demonstram a lesao tecidual referente a cada grupo experimental.
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5.2 Segundo Protocolo

Ao analisarmos as medidas de mecanica respiratéria, ndo observamos
diferenca estatistica entre os grupos para as medidas de Htis, Gtis e Raw
(Figura 8A, 8B e 8C).
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Figura 8. Parametros de Raw (A), Gtis (B) e Htis (C) no segundo protocolo do estudo. Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos para as trés medidas.
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Pudemos observar também aumento de Lm nos grupos Fumo (Fumo-VE
e Fumo-rBmTIA) comparados aos grupos Controle (Controle-VE e Controle-
rBmTIA) (p=0,005), e uma diminui¢do do grupo Fumo-rBmTIA comparado ao
grupo Fumo-VE (p=0,003), demonstrando que o tratamento com o inibidor

rBmTI-A preveniu a les&o. (Figura 9).
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Figura 9. Valores do Intercepto Linear Médio (Lm) e fotomicrografias no segundo protocolo do
estudo. *p=0,005 comparado aos grupos Controle-VE e Controle-rBmTIA; ** p=0,003
comparado ao grupo Fumo-VE. Abaixo as fotos demonstram a lesdo tecidual referente a cada
grupo experimental.
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Ao analisarmos a porcentagem de fibras colagenas e elasticas (Figura
10A e 10B) no parénquima pulmonar, observamos que houve aumento dessas
fibras nos grupos expostos a fumaca de cigarro comparado aos grupos
Controle (p<0,001), e que o tratamento com rBmTI-A foi capaz de diminuir a
quantidade dessas fibras no grupo Fumo-rBmTIA quando comparado ao grupo
Fumo-VE (p<0,001) em ambos os casos.
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Figura 10. Proporcao de fibras de colageno (A) e eldstica (B) no parénquima pulmonar. A)
*<0,001 comparado aos grupos Controle; **p<0,001 comparado ao grupo Fumo-VE. B) *<0,001
comparado aos grupos Controle; **p<0,001 comparado ao grupo Fumo-VE.
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A quantificacdo de macréfagos (MAC-2) (Figura 11A) e de células
positivas para MMP-12 (Figura 11C) e MMP-9 (Figura 11D) no parénquima,
demonstrou um aumento na densidade dessas células nos grupos Fumo
(Fumo-VE e Fumo-rBmTIA), comparado aos grupos Controle (Controle-VE e
Controle-rBmTIA) (p<0,001; p=0,040 e p=0,023 respectivamente). No entanto,
o tratamento com rBmTI-A foi capaz apenas de diminuir o numero de células
positivas para MMP-12 no grupo Fumo-rBmTIA comparado ao grupo Fumo-VE
(p=0,006). Nao observamos diferenca entre 0s grupos experimentais ao
avaliarmos a quantidade de células polimorfonucleares (neutréfilos e
eosindfilos) no parénquima (Figura 11B). Ao avaliarmos a quantidade de
células positivas para TIMP-1 (Figura 11E), observamos que 0s grupos
Controle-rBmTIA, Fumo-VE e Fumo-rBmTIA apresentam aumento desse
inibidor tecidual de metaloprotease quando comparado ao grupo Controle-VE
(p=0,032), e que os grupos tratados com rBmTI-A aumentam a quantidade de

TIMP-1 quando comparados aos grupos tratados com veiculo (p<0,001).
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Figura 11. Células positivas no parénquima pulmonar para MAC-2 (A), MMP-12 (C), MMP-9
(D), TIMP-1 (E) e contagem de células polimorfonucleares (B). A) * p<0,001 comparado aos
grupos Controle-VE e Controle-rBmTIA. B) Sem diferenca estatistica entre os grupos

experimentais. C) * p=0,040 comparado aos grupos Controle-VE e Controle-rBmTIA;

*%

p=0,006 comparado ao grupo Fumo-VE. D) * p=0,023 comparado aos grupos Controle-VE e
Controle-rBmTIA. E) * p=0,032 comparado aos grupos Controle; ** p<0,001 comparado aos
grupos VE.
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Quando avaliamos a densidade de células positivas para GP91phox no
parénquima, observamos que os grupos Controle-rBmTIA, Fumo-VE e Fumo-
rBmTIA possuem mais GP91phox quando comparado ao Grupo Controle-VE
(p<0,05) e que o grupo Fumo-rBmTIA apresenta maior quantidade desse
oxidante quando comparado aos grupos Controle-rBmTIA e Fumo-VE
(p=<0,031) (Figura 12).
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Figura 12. Células positivas para GP91phox no parénquima pulmonar. * p<0,05 comparado
aos grupos Controle-VE; ** p<0,031 comparado aos grupos Controle-rBmTIA e Fumo-VE.
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Ao medirmos o fator de necrose tumoral TNF-a, encontramos aumento
das células positivas para esse marcador nos grupos expostos a fumaca de
cigarro (Fumo-VE e Fumo-rBmTIA) (p<0,001) quando comparado aos grupos
Controle, sem interferéncia do tratamento com o inibidor rBmTI-A (Figura 13).

3.5 1
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2.5 1 *
2.0 1

1.5 1

1.0 1
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Figura 13. Células positivas para TNF-a no parénquima pulmonar. *p<0,001 comparado aos
grupos Controle.
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No entanto, ao analisarmos a expressao génica de MMP-12 (Figura 14A)
e MMP-9 (Figura 14B) no pulméo, através da técnica de RT-gPCR, nao

observamos diferencga estatistica significante entre os grupos experimentais.
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Figura 14. Expressao génica para as metaloproteases 12 (A) e 9 (B) no parénquima pulmonar,
sem diferencga estatistica entre os grupos experimentais.
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6. DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos, podemos observar que o tratamento com
o inibidor para serinoprotease rBmTI-A foi responsavel por atenuar o
desenvolvimento do enfisema pulmonar, quando administrado em
camundongos durante o protocolo de exposicdo a fumaca de cigarro.
Entretanto ndo revelou um efeito de tratamento contra a lesédo tecidual quando
administrado somente apdés o término do protocolo de exposicdo, com a

doenca ja instalada.

Apesar de demonstrarmos presenca de enfisema através da anadlise de
Lm, os parametros obtidos com a avaliagdo da mecanica respiratéria nao
revelaram diferengca entre os grupos experimentais nos dois protocolos

adotados. Toledo et al.”®

demonstraram diminuicdo de Htis seguindo 0 mesmo
protocolo experimental utilizado em nosso estudo, no entanto as anélises foram
feitas somente apds 6 meses de exposicao a fumaca de cigarro. Acreditamos
que o grau de lesao do parénquima encontrado apds 3 meses de exposicao em
nosso estudo seja menor do que o encontrado apos 0s 6 meses de exposicao.
Por este motivo, embora as analises morfométricas tenham revelado diferenga
entre 0s grupos, a avaliacao da mecanica respiratéria nao foi suficientemente

sensivel para detectar possiveis diferencas.

As analises referentes ao intercepto linear médio no primeiro protocolo
demonstraram um aumento deste indice nos dois grupos expostos a fumaca de
cigarro e o tratamento com o rBmTI-A ndo promoveu reducao deste indice,
demonstrando ndo haver um efeito de tratamento para a leséo tecidual. Uma
vez que o tratamento com rBmTI-A nao foi capaz de diminuir a lesédo ja
estabelecida, decidimos repetir o procedimento de inducdo ao enfisema e
modificar a administracdo do inibidor para 3 doses ao longo da exposi¢ao, para
avaliarmos se dessa forma, o tratamento iria atenuar ou impedir o

desenvolvimento do enfisema.

Ao mudarmos a forma de administragdo, observamos que o grupo
Fumo-rBmTIA apresentou menor destruicdo do tecido quando comparado ao
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grupo Fumo-VE, mostrando que o tratamento com rBmTI-A atenuou a
destruicdo tecidual, avaliada pelo Lm. Entretanto, mais uma vez nao
detectamos alteragdes funcionais na mecéanica pulmonar com a utilizacao deste

modelo experimental, no tempo proposto.

Considerando que o desenvolvimento e progressao do enfisema
pulmonar promove um constante processo de destruicdo e reparo das fibras
constituintes do parénquima pulmonar (elasticas e colagenas)®’, decidimos
avaliar as proporcbes destas fibras no parénquima pulmonar e o efeito do

tratamento com o inibidor sobre estas.

O processo de reparo tecidual é caracterizado por um aumento da
deposicao das fibras de colageno e elastica, na tentativa de reparar a
destruicdo por agdo das metaloproteases. No entanto este processo ocorre de
forma desordenada, comprometendo o comportamento funcional das fibras do
parénquima®’. Em pulmdes enfisematosos, as fibras de colageno se rompem
com maior facilidade sob forcas mecanicas quando comparadas as fibras de
pulmdes normais, mesmo quando estas estdo aumentadas no tecido

pulmonar®,

Neste estudo, observamos que as propor¢des em volume de fibras de
colageno e elastica no parénquima estdo aumentadas nos grupos que foram
expostos a fumaca de cigarro, caracterizando o processo de remodelamento
destas fibras. E que o tratamento com o inibidor rBmTI-A diminuiu a quantidade
desses dois tipos fibrilares, possivelmente devido a diminuicdo do processo de
destruicdo. Desta forma, o remodelamento n&o foi tdo intenso como no grupo
Fumo-VE.

A teoria protease-antiprotease ainda é considerada como a mais
importante para explicar o desenvolvimento do enfisema®'®. Por este motivo,
muitos estudos experimentais tém verificado o papel das metaloproteases no
desenvolvimento da doenca pulmonar, bem como o papel de inibidores destas

MMPs na prevencdo e tratamento do desenvolvimento da doenga '3 ' 1517,
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A inibicdo ou delecado de MMPs pode diminuir significativamente ou
totalmente o desenvolvimento do enfisema, evidenciando o importante papel

das MMPs nesse processo '®.

Hautamaki e colaboradores'” demonstraram que animais deficientes
para expressdo de MMP-12 (“knockout’), metaloprotease produzida
predominantemente por macréfagos, foram completamente protegidos do
desenvolvimento do enfisema ao serem expostos a fumaca de cigarro,
reforgando a importancia desta MMP no desenvolvimento da doenca além de

ser um possivel futuro alvo terapéutico.

Para aprofundarmos nosso entendimento no que se refere aos
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nesta doenca, decidimos avaliar a
densidade de macro6fagos, células polimorfonucleares e de células positivas
para MMP-12 e 9 no parénquima.

As analises da quantificacdo de macréfagos, através da imunomarcacao
para células positivas para MAC-2, revelaram um aumento deste tipo celular
nos dois grupos que foram expostos a fumaca de cigarro, independente do
tratamento. Entretanto ao avaliarmos as células positivas para MMP-12,
observamos que embora tenha havido aumento destas células nos dois grupos
expostos a fumaca do cigarro comparados aos grupos Controles, o tratamento
com rBmTI-A atenuou a densidade dessas células no grupo Fumo-rBmTIA
comparado ao grupo Fumo-VE.

A metaloprotease 9, produzida por células epiteliais dos bronquios e
células inflamatérias como os neutréfilos e macréfagos alveolares, também
esta ligada ao desenvolvimento e progressdao da DPOC. Essa observacao
provém principalmente de estudos em humanos, em que a MMP-9 é
encontrada em maior quantidade no escarro e lavado broncoalveolar de

pacientes com enfisema pulmonar®®.

No entanto, o papel dessa
metaloprotease em modelo animal de exposicdo a fumaca de cigarro,

permanece inconclusivo.

Selmam et al.®' expds cobaias a fumaca de cigarro por 1, 2 e 4 meses e

tratou esses animais com um inibidor de largo espectro para MMPs, o CP-
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471,474. Eles observaram uma reducado da leséo tecidual e da quantidade de
MMP-9 total (pré-enzima e forma ativa) nos animais tratados com o inibidor,
nos tempos de 2 e 4 meses. Foronjy et al.®? demonstrou que camundongos
modificados geneticamente para expressarem maior quantidade de MMP-9
humana nos macréfagos alveolares, desenvolviam enfisema. No entanto,
Atkinson et al.®® observou que camundongos knockout para MMP-9 (-/-)
expostos a fumaca de cigarro por 6 meses, desenvolvem o mesmo grau de
enfisema que os animais selvagens expostos as mesmas condicdes, e que
portanto, a MMP-9 n&o esta relacionada ao desenvolvimento da doenga nesse

modelo.

Nossa analise de células positivas para MMP-9 no parénquima pulmonar
revelou que apenas 0s animais expostos a fumacga de cigarro apresentam
aumento desta metaloprotease no tecido, sem interferéncia do tratamento com
o inibidor. No entanto, ndo observamos diferenca entre o0s grupos
experimentais quando avaliamos a quantidade de células polimorfonucleares
no parénquima, sugerindo que embora o numero de neutréfilos ndo tenha
aumentado nos grupos expostos a fumaca de cigarro, eles expressam uma
quantidade maior de MMP-9. QOutra possibilidade é que o aumento de MMP-9,
assim como a MMP-12, seja decorrente do aumento de macréfagos no tecido,

que também produzem essa metaloprotease.

Ao avaliarmos a expressao génica da MMP-12 e 9 no pulmé&o através da
técnica de real time gPCR, ndo observamos diferenca estatistica significante
entre 0s grupos, embora pareca haver uma tendéncia de aumento nos grupos
expostos a fumaca de cigarro, sem interferéncia do tratamento com o rBmTI-A.

Segundo Gueders et al.?*, a sintese e fungdo das MMPs sdo reguladas
por trés principais mecanismos: ativacdo transcricional, ativacdo péds-
transcricional através da clivagem do dominio terminal das pr6 enzimas (forma
em que a maioria das MMPs sao secretadas pelas células que as produzem), e
controle da atividade pelos inibidores endégenos, conhecidos como inibidores

teciduais de metoloproteases (TIMPs).
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Nossos dados reforcam essa ideia e a de Churg et al.”

, ao dizer que a
producéo e secrecao de MMP-12 € um processo complexo que pode acontecer
por diversas vias, evidenciando o potencial das intervengcdées que inibem a
liberacdo ou atividade dessa metaloprotease, e ndo de sua producao.
Acreditamos portanto, que o inibidor rBmTI-A atue na ativagcdo de outros
mecanismos que diminuem a liberacdo ou causem inibicdo da MMP-12 no

parénquima pulmonar.

Corroborando com essa ideia € os dados observados para a avaliacao
de MMP-12, observamos que os grupos expostos a fumaca de cigarro
aumentam a quantidade de TIMP-1 no tecido, e ainda que 0s grupos tratados
com rBmTI-A (Controle-rBmTIA e Fumo-rBmTIA) apresentam quantidades
maiores desse inibidor tecidual de metaloprotease quando comparados aos

grupos tratados com veiculo (Controle-VE e Fumo-VE).

As TIMPs sao expressas no tecido com a importante fungcéao de regular e
manter o equilibrio entre a quebra dos componentes da matriz pulmonar e sua
inibicdo. Dessa forma, o desequilibrio das MMPs ou das TIMPs, leva a
destruicdo das fibras constituintes do parénquima pulmonar, comprometendo

suas fungdes e estabilidade®.

Sao descritas 4 tipos de TIMPs (de -1 a -4), que possuem afinidade por
diferentes MMPs e sédo produzidas por diversos tipos celulares no pulmao. Em
individuos saudaveis, a TIMP-1 e TIMP-2, por exemplo, se ligam as formas
ativas da MMP-2 ou MMP-9, e a forma latente da MMP-9 e 2,
respectivamente®. A TIMP-1 parece ser o principal inibidor da MMP-9, e é
produzida por fibroblastos, células epiteliais dos bronquios, neutrofilos e
macréfagos alveolares®. No entanto, em nosso estudo ela parece estar ligada
a diminuicdo da MMP-12 nos animais doentes, tratados com o inibidor rBmTI-
A.

Ja os resultados para a analise de GP91phox no parénquima, uma
subunidade da NADPH oxidase responsavel por produzir componentes
oxidantes, também parece estar ligada a diminuicao da MMP-12 em nosso
estudo. Nés observamos que os grupos Controle-rBmTIA, Fumo-VE e Fumo-
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rBmTIA apresentam maior quantidade de células positivas para GP91phox
comparado ao grupo Controle-VE, e que os animais expostos a fumaca de
cigarro e tratados com o inibidor rBmTI-A apresentam ainda mais GP91phox
em comparacao aos demais grupos.

Nagase® demonstrou em experimentos “in vitro”, que a presenca de
radicais de oxigénio reativo em condi¢des fisicas como pH e temperatura,
podem levar a ativacdo da forma latente das MMPs para sua forma ativa
através de protedlise. Ainda em experimentos “in vitro”, Fu et al.®®®’
demonstraram que oxidantes intermediarios da NADPH s&do capazes de
inativar a MMP-7 através da modificacao de aminoacidos especificos. Kassim
et al.?®® também mostrou “in vivo”, que camundongos knockout para GP91phox
desenvolvem enfisema pulmonar espontaneamente a partir dos 3 meses de
idade, com carater progressivo. Além disso, demonstrou que camundongos
knockout para GP91phox e também para MMP-12, ndo desenvolvem enfisema,
demonstrando a ligacdo entre os dois fatores, e que também pode ser

observada nesse estudo.

Outras citocinas e fatores de transcricdo estao envolvidos na inducao do
processo inflamatério na DPOC e no consequente desequilibrio entre a
producao e liberacao de proteases e antiproteases. O fator de necrose tumoral
TNF-a, por exemplo, é responsavel por mediar o fluxo de células inflamatérias
em fumantes'®. Churg et al."”® demonstrou que em comparagdo aos animais
knockout para MMP-12, os animais selvagens possuem maior quantidade de
TNF-a e neutréfilos nos pulmdes apds a exposicao a fumaca de cigarro, e que
“in vitro”, os macréfagos desses animais selvagens também liberam mais TNF-

a.

Em nosso estudo, observamos aumento de TNF-a nos grupos Fumo
(Fumo-VE e Fumo-rBmTIA), e o tratamento ndo diminuiu a quantidade desse

fator de transcricéo.

Como mencionado anteriormente, o tratamento com rBmTI-A em modelo
experimental de exposicao a fumaca de cigarro atenuou o desenvolvimento do
enfisema, mas ndo apresentou efeito de tratamento quando administrado apés
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a inducéo e instalacdo da doenca. Em estudo anterior desenvolvido por nosso
grupo*?, avaliamos camundongos com enfisema pulmonar induzido por
instilacdo de elastase pancreatica de porco que receberam tratamento com
este mesmo inibidor (rBmTI-A) 1 hora antes da indugédo do enfisema e também
21 dias depois, ou seja, com a doenca ja instalada. Em ambos os momentos,
diferentemente do estudo atual, o rBmTI-A apresentou efeito positivo contra a

instalagdo e progressao da doenca.

Acreditamos que o inibidor tenha diferente efeito entre os dois modelos,
pois embora a lesdo tecidual tenha um grau mais avancado no modelo de PPE
quando comparado ao de exposicdo & fumaga de cigarro®, o processo
inflamatério parece ser menos intenso. No modelo de PPE, a instilagcdo
promove primeiro a destruicdo das fibras do parénquima, o que acarreta em um
processo inflamatério posterior a este evento, enquanto que no modelo de
exposicao a fumaca de cigarro, ocorre primeiro um processo inflamatério com
posterior destruicdo tecidual e, por se tratar de uma exposicao prolongada, o
processo inflamatdrio parece ser mais intenso do que o observado no modelo
de PPE.

Desta forma, nossos resultados sugerem que em modelo experimental
de exposicao a fumaca de cigarro, a utilizacao do inibidor para serinoprotease
rBmTI-A atenuou o desenvolvimento do enfisema através da diminuicao da
expressao de MMP-12, possivelmente devido ao aumento de TIMP-1 e GP91-

Phox no parénquima.
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7. CONCLUSAO

A utilizagdo do inibidor rBmTI-A durante a inducdo do enfisema por
exposicdo a fumaga de cigarro promoveu a reducao de MMP-12 com
consequente diminuicdo da destruicdo tecidual e remodelamento,
possivelmente via aumento de TIMP-1 e GP91Phox. Entretanto néao
observamos um efeito de tratamento com a utilizacdo deste inibidor apés a
instalagdo da doenca.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo, em sessio de 24/04/2013, APROVOU
o Protocolo de Pesquisa n® 119/13 intitulado: “AVALIACAO DO
TEATAMENTO COM UM INIBIDOR PABA SERINOPROTEASE EM
MODELO EXPERTIMENTAIL DE ENFISEMA INDUZIDO POR
EXPOSICAO A FUMACA DE CIGARRO ~ que utilizard 4o animais da espécie
Camundongos C57BL6, apresentado pelo Departamento de CLINICA
MEDICA
Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSF, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais - Lei N9 11,704 -8 de outubro de 2008).
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