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Resumo: Ribeiro JG. Efeitos do resveratrol no pulméo de camundongos
idosos expostos a exaustdo do motor adiesel [Tese]. S&o Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

A poluicéo do ar vem ganhando status de emergéncia global. Pode ser definida
como uma mistura de particulas e gases que interagem entre si e com a
atmosfera. A populagéo idosa apresenta particularidades nesta fase da vida que
favorecem o agravamento dos efeitos nocivos dos ambientes de exposi¢céo. Nas
dltimas décadas, houve um crescente interesse cientifico em alguns
componentes da dieta humana que tém efeitos benéficos na saude humana. O
resveratrol, um composto fendlico, tem se destacado por seus efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes e antienvelhecimento. Alguns estudos avaliaram o
efeito do resveratrol no sistema respiratério em condi¢des estressantes na fase
adulta, porém, até onde sabemos, nenhum estudo estendeu essas investigacdes
a animais mais longevos. O objetivo deste estudo € avaliar os possiveis efeitos
da administracdo do resveratrol no pulmdo de camundongos idosos C57BL/6
expostos a exaustdo do diesel. Para tanto, os animais idosos (15 + meses)
receberam o resveratrol na concentragdo de 20 mg/Kg, via intraperitoneal,
durante 40 dias. Ap6s o 10° de administracdo os animais foram submetidos as
exposicoes da exaustdo do motor a diesel (1200 pg/m?3 - 1h/ dia, por 30 dias)
simultdneo com a administragéo do resveratrol. Avaliamos o perfil inflamatério
no LBA e soro pela técnica CBA. Mensuramos as atividades enzimaticas de GPx,
GR, GST e SOD em homogeneizado de tecido pulmonar por espectrofotometria.
Quantificamos alteragbes na matriz extracelular pela proporcdo de coldgeno e
fibras elasticas por histoquimica por coloracdo PSH e RFO. Medimos os niveis

das proteinas Sirtl, Sirt2 e Sirt6 e MAC2 no parénquima pulmonar por



imunohistoquimica. Em sintese, nossos dados mostraram que 0 resveratrol
atenuou parcialmente a exposi¢cdo DE nas respostas inflamatérias em animais
mais velhos, porém, ndo modulou a atividade antioxidante, a expressdo de

sirtuina ou colageno pulmonar apos estimulag&o nociva.

Descritores: Poluicdo do Ar, emissdes veiculares, diesel, pulméo senil,

resveratrol, sirtuinas.



Abstract: Ribeiro J.G: Effects of resveratrol on the lung of aged mice
exposed to diesel engine exhaust. [Thesis]. Sdo Paulo; Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

Air pollution has been gaining the status of a global emergency. It can be defined
as a mixture of particles and gases that interact with each other and with the
atmosphere. The elderly population has particularities at this stage of life that
favor the worsening of the harmful effects of exposure environments. In recent
decades, there has been a growing scientific interest in some components of the
human diet that have beneficial effects on human health. Resveratrol, a phenolic
compound, has been highlighted for its anti-inflammatory, antioxidant and anti-
aging effects. Some studies have evaluated the effect of resveratrol on the
respiratory system under stressful conditions in adulthood, however, as far as we
know, no study has extended these investigations to older animals. The aim of
this study is to evaluate the possible effects of resveratrol administration in the
lungs of elderly C57BL/6 mice exposed to diesel exhaust. For this purpose, the
elderly animals (15 + months) received resveratrol at a concentration of 20
mg/Kg, intraperitoneally, for 40 days. After the 10th day of administration, the
animals were exposed to diesel engine exhaust (1200 pg/m3 - 1h/day, for 30
days) simultaneously with the administration of resveratrol. We evaluated the
inflammatory profile in BAL and serum using the CBA technique. We measured
the enzymatic activities of GPx, GR, GST and SOD in lung tissue homogenate
by spectrophotometry. We quantified alterations in the extracellular matrix by the
proportion of collagen and elastic fibers by histochemistry by PSH staining and
RFO. We measured Sirtl, Sirt2 and Sirté and MAC2 protein levels in the lung

parenchyma by immunohistochemistry. In summary, our data showed that



resveratrol partially attenuated ED exposure in inflammatory responses in older
animals; however, it did not modulate antioxidant activity, sirtuin expression or

pulmonary collagen after noxious stimulation.

Descriptors: Air pollution, vehicle emission, diesel, senile lung, resveratrol,

sirtuins.
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1. INTRODUCAO

A poluicdo atmosférica vem algando status de emergéncia global. Estima-se
que atualmente 99% da populagdo global ja teve contato com ar poluido e a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) associa 4,2 milhdes de mortes anuais

influenciadas pela poluicdo atmosférica (WHO 2021).

Os idosos e as criangcas compdem o grupo etario mais vulneravel aos efeitos
nocivos da poluicdo do ar. Apresentam particularidades e vulnerabilidades
fisiologicas no sistema respiratério, inerentes as respectivas fases da vida,
tornando-0s mais suscetiveis aos danos (Bates DV 1995; Shumake et al, 2013;
Saldiva et al.1995). Estudos anteriores mostraram que as exposi¢cdes a poluentes
originados do intenso fluxo de rodovias, causaram alteracdes epigenéticas
inflamatérias, imunoldgicas e na funcao pulmonar em individuos idosos (Fischer et

al., 2003; Lepeule 2014a; Lepeule et al., 2014b).

Existe um crescente interesse cientifico nos compostos polifenélicos por
apresentarem propriedades benéficas para a saude, como anticarcinogénicos,
antiinflamatdérios e antioxidantes, cardioprotetor e antienvelhecimento, entre outras
funcdes (Cory et al.,, 2018). O resveratrol € um composto polifenélico que vem
ganhando destague nas Ultimas décadas € bem descrito como antagonista das
proteinas da familia das sirtuinas. As sirtuinas inicialmente identificadas como
repressoras de transcricdo em leveduras tiveram suas investigacoes estendidas
para as bactérias e mamiferos (Grabowska et al., 2017). Em seres humanos, a

familia consiste em sete isoformas (SIRT1-7) com atividade de mono-ADP


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fischer+P&cauthor_id=12762572
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ribosiltransferase ou desacetilase. S&o descritas como fundamental na resposta
celular a uma variedade de estressores, como estresse oxidativo, manutencao do

metabolismo celular, genotoxicidade (Price et al., 2012).

Previamente caracterizamos esse modelo experimental de envelhecimento,
onde camundongos na idade de (x 15 meses) evidenciaram maiores
vulnerabilidades, como diminuicdo de reserva e respostas no sistema respiratorio
quando expostos ao estimulo da DE (Ribeiro et al., 2019). Considerando os
potenciais efeitos do resveratrol como antagonistas das sirtuinas e seus efeitos
benéficos para a salde humana, nés hipotetizamos se o resveratrol seria capaz de
estabilizar ou mesmo restaurar os parametros pulmonares nos animais idosos

submetidos ao estimulo nocivo da exposi¢éo ao DE.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Poluicdo atmosférica

A populacéo dos centros urbanos esta suscetivel aos efeitos adversos a saude
decorrente da exposicao a poluicdo atmosférica, que é definida como uma mistura
de particulas e gases que interagem entre si e com a atmosfera (Brook et al., 2009).

A poluicdo atmosférica vem ganhando cada vez mais status de emergéncia
global, afetando tanto paises desenvolvidos como em desenvolvimento, associada
ao aparecimento e a progressao de doencas. Estima-se que 99% da populacéo
global esteja exposta a poluentes atmosféricos que excedem os valores
estabelecidos pela OMS. Além disso, a OMS atribui 4,2 milhdes de mortes globais,
anualmente decorrentes das exposicoes, acometendo principalmente os paises de
baixa e média renda (WHO 2021).

O grupo etario mais suscetivel aos efeitos nocivos dos poluentes ambientais
sdo as criancas e os idosos, devido a particularidades fisiolégicas, como a
maturacado do sistema do sistema respiratério e um declinio progressivo inerente do
processo do envelhecimento, comprometendo respectivamente as respostas do
sistema respiratorio diante de estimulos nocivos (Bates DV 1995; Shumake et al,
2013; Saldiva et al.,1995).

Dentre os poluentes atmosféricos ressalta-se o material particulado (MP) que
€ constituido por uma mistura de particulas sdlidas e/ou liquidas formadas por

compostos organicos e inorganicos, classificado como fragdes grossas (MP1o), finas
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(MP255) e ultrafinas (MPo,1), sendo que, quanto menor o didmetro da particula
maiores os efeitos adversos a saude humana (Pope CA, 2000; WHO, 2005).

O MP produzido pela combustédo do diesel é constituido de aglomerados de
nucleo de carbono, onde hidrocarbonetos e sulfatos resultantes da combustao
incompleta do 6leo diesel se absorvem. Essas particulas séo consideradas toxicas
por causarem estresse oxidativo, saturacao do sistema antioxidante, inflamacgéo e
lesbes no DNA (Braun et al., 2003; Danielsen et al., 2008).

Nos grandes centros urbanos o0s maiores contribuintes para a poluicdo
atmosférica sdo as suspensfes dos solos de rodovias, emissfes industriais,
emissoes veiculares e aerossois secundarios. (Lodhi et al., 2009). No estado de S&o
Paulo, a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (Cetesb) em conjunto com
0 governo nacional, vem promovendo avaliacdes e revisdes na padronizacao das
emissodes veiculares “da frota em uso” e propostas de redugao de até 90% nas
emissdes de poluentes ambientais para novos veiculos (Miller et al., 2023).

Programas como o Controle da Poluicdo do Ar por Veiculos Automotores
(Proconve) criado em 1980, estabelecem regulamentacdo das medidas para
incorporacdo acgles politicas e tecnoldgicas estimulando o uso do etanol como
alternativa “mais limpa” de combustivel, além da substituicdo do chumbo por etanol
na adicdo a gasolina (CONAMA/DOU n°18/1986; Cetesb 2023).

O Proconve estabeleceu consideraveis avangos tecnolégicos como a
incorporacgao da injecao eletronica nos motores Otto reduzindo a combustdo como
alternativa aos carburadores. Além disso, estabeleceram a obrigatoriedade dos

catalisadores nos motores para a reducdo dos gases da exaustdo dos motores.
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Estabeleceram a obrigatoriedade dos motores “categoria diesel” a redugdo nas
emissOes de NOx na atmosfera (Cetesb 2023).

Estipularam padrdes de limites aceitaveis para as matrizes energéticas da
frota automobilistica, sendo preconizado para a gasolina valores maximos de
enxofre de 50 mg/kg e a reducdo de compostos olefinicos e aromaticos. Para o
diesel a adicdo de 10% de biodiesel e o limite de 500 mg/KG para o diesel comum
e para o diesel de baixo teor de enxofre (utilizado nas regides metropolitanas e
veiculos com sistema de catalisador) o limite de 10% mg/kg (Cetesb 2023).

Em contrapartida, o Brasil apresenta um crescimento expressivo na frota
veicular principalmente nas regides metropolitanas. No estado de S&o Paulo a frota
veicular € composta por 29 milhées de automoveis. A Regido Metropolitana de S&o
Paulo (RMSP) concentra 46% de toda a frota nacional, sendo que 10% desse
montante sdo movidos a Oleo diesel (categorias dos caminhdes, micro-6nibus,
onibus, caminhonetes e vans) (Denatran 2020; Cetesb 2023). Essa categoria
merece atengdo especial por emitir até 100 vezes mais poluentes na atmosfera em
relacdo com os demais motores ciclo Otto (Riedl & Sanchez, 2005).

Evidéncias cientificas correlacionam as altas concentracdes poluentes
ambientais com o impacto nas condic¢des climéaticas, no comprometimento da salude
publica e individual, associados com o aumento da morbilidade e mortalidade
(Moores et al., 2009; Fiore et al., 2012; Manisalidis et al., 2020). Portanto, a
populagdo nos grandes centros urbanos esta mais suscetivel as concentracdes de
poluentes atmosféericos. Além disso, muitas dessas pessoas tém uma percepcao

limitada ou ausente dos possiveis maleficios dessa condicdo, contribuindo
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indiretamente para a negligéncia de acdes efetivas tanto individuais, quanto
coletivas e governamentais (Manisalidis et al., 2020).

A poluicdo ambiental € um problema com status de emergéncia em saude
publica internacional que reivindica integralizacdo de acdes governamentais nos
ambitos socioeconémico, educacional, transporte, infraestrutura; na tentativa de
reverter esse cenario desafiador, ou ao menos, tentar amenizar 0s prejuizos ja em
curso. Sem desconsiderar os avanc¢os alcancados até o momento. As projecdes
futuras apontam condi¢cbes desfavoraveis se ndo tivermos regulamentacdes e
aprimoramentos politicos de imediato (OECD, 2012). De qualquer forma, esses

dados nos evidenciam um cenario desafiador.

2.2. ldosos e Poluicdo Atmosférica

O crescimento na proporcdo da populacdo idosa vem atingindo escalas
crescentes globalmente. Em 2013 os idosos com = 80 anos representavam 14% da
populagao global (Simoni et al., 2015). Em 2020 as pessoas com idade de = 60 anos
superaram o numero de criangas com idade de 5 anos de vida. Nessa perspectiva
as projecdes apontam para um cenario desafiador, até o ano de 2050 havera 392
milhées de pessoas com = 80 anos, o equivalente a trés vezes mais, quando
comparado com o ano de 2013 (WHO 2022).

Esses dados refletem uma tendéncia de uma vida mais longeva e geralmente
mais saudavel, apesar da alta incidéncia de doencas crbnicas que comumente
estdo relacionadas com essa faixa etaria (Boutayeb and Boutayeb et al., 2005;

Maresova et al., 2019). Quando observamos a correlagcdo dos fatores, tanto a
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exposicdo a poluicdo atmosférica quanto os altos indices do envelhecimento global,
nos evidenciam necessidades de a¢6es multifocais nos aspectos sociais, em salde
publica/individual, aspectos econdmicos, politicos, infraestrutura, ambientais e
sociais (United Nations, 2013).

O processo do envelhecimento € um processo inerente, onde ocorre um
declinio progressivo e multifatorial, acarretando em maior exposicao,
vulnerabilidade e fragilidade, comprometendo a adaptacao do individuo. Alteracbes
nas respostas imunoldgicas sdo comuns, causando deterioragdo progressiva na
resposta a infecgdes, aumentando a morbimortalidade por doengas infecciosas
entre os idosos (Simoni et al., 2015). Consequentemente, esse declinio fisioldégico
multi-sistémico contribui para maior suscetibilidade dos idosos aos efeitos nocivos
da poluicdo atmosférica (Sacks et al., 2011; Emmerechts et al., 2012).

Esse grupo etario apresenta algumas caracteristicas peculiares, intrinsecas,
tanto a nivel metabdlico como estrutural. No sistema respiratério sdo comumente
relatadas alteracBes estruturais na conformacdo da parede toracica, causando
sobrecarga da funcdo diafragmatica, diminuicdo de forca e enrijecimento dos
musculos respiratorios, comprometendo a ventilagdo-perfusédo (Souza et al., 2002;
Levitzky, 2009). Na estrutura tecidual pulmonar sdo descritas degeneracdo das
fibras elasticas e colagenas nos ductos alveolares e alvéolos, associada com perda
de area de superficie alveolar, comprometendo a elastancia pulmonar, declinio de
capilares nos alvéolos, acometendo as trocas gasosas (Carvalho & Garcia, 2003;
Sharma & Goodwin, 2006).

Em modelo animal de envelhecimento s&o relatadas alteragcbes como

aumento do numero e tamanho dos poros interalveolares, aumento da area de
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superficie alveolar, aumento do volume pulmonar total, associados com a
diminuicdo de fibras elésticas, acarretando em comprometimento de infec¢des
respiratorias. Além disso, ocorre diminuicdo nas reservas de antioxidantes
pulmonares provocando maior suscetibilidade a EROS (Anver & Haines, 2004).

Evidéncias epidemiolégicas mostram relagdo positiva entre poluicdo
atmosférica e o declinio do sistema respiratério em idosos. O estudo de Smargiasse
et al., 2006 mostrou que idosos de 65 anos ou mais, residentes préximos a rodovias
de intenso fluxo de veiculos em Montreal/Canada, apresentaram maior frequéncia
de admissdes hospitalares com diagndstico respiratdrio, entre abril de 2001 e marco
de 2002. Os dados evidenciaram relacdo positiva entre exposicao ao trafego
veicular com aumento nos indices das internagBes hospitalares por doencas
respiratorias.

Lepeule et. al., (2014a) num estudo longitudinal (1999 até 2009) avaliaram o
comprometimento do sistema respiratério em 776 homens com idade inicial de = 65
anos ou mais, residentes na area metropolitana de Massachusetts em Boston/EUA.
As exposi¢cdes subcronicas comprometeram a funcdo pulmonar, causaram
alteracOes epigenéticas inflamatoérias e imunoldgicas nos idosos. Em outro estudo
longitudinal (1995-2011) avaliaram 858 homens idosos que residiam na area
metropolitana de Boston. Observaram que o aumento de 0,5 mg/m® nas
concentracdes de poluentes atmosféricos, a longo prazo, comprometeu o declinio
da capacidade vital forcada (CVF) e volume expiratorio no primeiro segundo (FEV1)
(Lepeule et al., 2014b).

Em modelos experimentais, Suniel et al., (2010) demonstraram maior

vulnerabilidade em camundongos idosos quando expostos a exaustao do diesel nas
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concentracdes de 300 ou 1000 pg/m? por 3h, dose Unica ou por 3 dias consecutivos.
Os animais mostraram altera¢des estruturais no septo alveolar, aumento de células
inflamatdrias como neutrofilos e macréfagos associados com o aumento de
marcadores inflamatdrios como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 6 (IL-
6) e interleucina 8 (IL-8), além da diminuicdo do manganés superoxido dismutase
(Mn-SQOD).

Do mesmo modo, nosso estudo anterior mostrou comprometimento nas
reservas antioxidantes e diminui¢cdo das sirtuinas nos pulmdes dos animais idosos
de (x 15 meses) quando comparados com animais mais jovens (x 2 meses de
idade). Os animais idosos expostos ao DE apresentaram comprometimento no
processo do envelhecimento pulmonar com aumento no influxo de macrofagos,
alteracOes na expressao génica e proteica de Sirt6, associado com aumento na

deposicao de colageno no tecido pulmonar.

2.3 Resveratrol

Nas ultimas décadas varios estudos vém mostrando maior interesse em
investigar os efeitos de alguns componentes da dieta humana, envolvidos na
promocdo/manutencdo da saude. Investigacdes envolvendo vitaminas C/E,
polifendis, flavonoides e os carotenos, sdo alguns exemplos desses componentes
potencialmente benéficos para a satde humana (Behnding 2006; Zhao et al., 2021).

Os compostos polifenolicos sdo definidos quimicamente como substancias
gue possuem anel aromatico com grupos hidroxila, incluindo ésteres, glicosideos e
derivados funcionais. Sado agrupados em classes com base no nimero de anéis e

tipo de seus elementos estruturais de ligacdo. Nas Ultimas décadas, vem
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despertando grande interesse cientifico devido as suas potencialidades de atuar em
condicdes metabolicas e patoldgicas (Manach et al., 2004).

O resveratrol € um fendlico bem investigado, membro da familia de polifendis
denominado estilbeno (Das et al., 2007). H4 um crescente interesse cientifico em
compostos polifendlicos por causa de suas propriedades antienvelhecimento,
principalmente por reduzir danos ao DNA, efeitos antiinflamatdrios e antioxidantes,
antimicrobiana e anticancerigena (Szkudelska and Szkudelski 2010; Timmer al.,
2011; Frankel et al., 1993; Alvarez et al., 2012; Seukep et al., 2016; Cory et al.,
2018).

Pode ser encontrado em mais de 70 espécies de plantas na natureza,
compreendidas em 32 géneros, dentre elas, as uvas, frutas vermelhas, nozes,
amendoins, nas bebidas alcodlicas derivadas da uva, entre outros. Curiosamente,
0s vinhos tintos apresentaram maior teor de trans-resveratrol de 1.089 + 0,002 mg/L
quando comparados com os vinhos brancos (Hanzlikova et al., 2004; Gurbuz et al.,
2007).

Nas plantas o resveratrol ndo se encontra em abundancia, sendo produzido
em resposta a estresses ambientais como radiagcdo UV, danos mecéanicos, ataques
fungicos, bacterianos e outros patdgenos (Langcake e Pryce 1976; Francioso et
al.,2014; Tedesco et al., 2000; Careri et al., 2003). O resveratrol é sintetizado sob
duas formas isdmeras: trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-
resveratrol  (cis-3,5,4'- trihidroxiestilbbeno). A forma trans-resveratrol &
biologicamente mais ativa, porém, em condi¢cdes estressessoras ocorre conversao
da isoforma trans-resveratrol em cis-resveratrol, na tentativa de melhor

estabilizacdo (Francioso et al.,2014).
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O trans-resveratrol apresentou caracteristicas, in vitro, como baixa
solubilidade aquosa, baixa biodisponibilidade, tendéncia a instabilidade, auto-
oxidacdo e fotossensibilidade, comprometendo seu manuseio para 0 USO
farmacéutico (Francioso et al.,2014). Em contrapartida, evidéncias consistentes
mostraram que o0 trans-resveratrol tem propriedades anticancerigenas,
antiinflamatdrias, cardioprotetor e antimicrobiano (Signorelli and Ghidoni 2005; Wu
and Hsieh 2011; Francioso et al.,2014). Além disso, em condi¢des de cuidadoso
manuseio, como protecao da luz, o trans-resveratrol mostrou estabilidade por pelo
menos 42h em tampdes aquosos neutros e por pelo menos 28 dias em meio &cido
com meia-vida em pH 10,0 por 1,6h (Trela et al., 1996).

O resveratrol pode ser administrado de vérias formas, como suplemento
alimentar (capsulas), como alimentos/bebidas, isolado ou associados com outros
compostos fendlicos, alcool, administrados em jejum ou estado alimentado. Essa
variabilidade na administracao dificulta analises mais rigorosas de dosagens, no
entanto, na administragcdo em humanos as doses costumam variar entre 1 mg a 5
g/dia (Francioso et al.,2014). Sua administragéo por via oral em humanos e animais
mostraram concentracdes maximas apos 30 minutos de ingestdo e sua absorcao
se da por difuséo transepitelial no intestino (regido ileo e jejuno). Ocorre a absorcéo
de 75% do conteudo e o restante é excretado pela urina e fezes (Soleas et al. 2001;
Signorelli and Ghidoni, 2005).

O resveratrol apresenta meia-vida de 1/3h para dose Unica e de 2/5h apds
doses variadas. ApOs multiplas aplicacdes com variacdes de doses entre (25, 50,
100 ou 150 mg) foram observados curto intervalo de 4h e auséncia de acumulos

(Soleas et al.,, 2001). O resveratrol é disponibilizado na circulacdo sanguinea e
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distribuido para multiplos 6rgdos, como pulméo, coragao, rim, baco, figado, célon
intestino e estdmago (Vitrac et al., 2003; Chen t al., 2016).

De acordo com Smoliga e Blanchard (2014) a metabolizagdo do resveratrol
ocorre primariamente na passagem pelo intestino delgado (enterécitos) e pelo
figado (hepatdcito) (Smoliga e Blanchard, 2014). Ocorrendo a metabolizacdo no
figado pelas enzimas de fase Il transformando-o em metabdlitos como os
glucoronidos (trans-resveratrol-3-O-glicuronideo) e sulfatados (trans- resveratrol-3-
sulfato), redirecionados novamente para a circulacdo, via entero-hepética e
reabsorvidos por hidrélise intestinal (Francioso et al.,2014).

Normalmente ocorre a excre¢do de 70-98% de seu volume apds 24 horas de
ingestdo na urina e nas fezes. Em seres humanos, o tempo de excrecao foi
proporcional as concentracfes plasméticas de resveratrol e seus metabdlitos. Meng
et al., (2004) associaram essa condicdo com a possibilidade de acimulo tecidual ao
longo de um periodo de ingestdo, tornando-se mais disponivel para a captacéo e

sinalizacao celular.
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Figura 1: Farmacocinética do Resveratrol. FONTE: (Francioso et al.,2014).

Em mamiferos, varios estudos vém investigando os efeitos da administracéo
do resveratrol em diversos processos biol6gicos como no estresse oxidativo, na
inflamacéo, no envelhecimento e até mesmo no aumento da longevidade (Baur et
al., 2006; Chen et al., 2005).

Yen et al (2003); Cao e Li (2004); Brito et al (2006) mostraram o papel protetor
do resveratrol contra danos oxidativos e correlacionaram esse efeito a sua
capacidade de induzir algumas enzimas antioxidantes como a glutationa reduzida
(GSH), a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase
(GPx) e a glutationa S-transferase (GST). Da mesma forma, o estudo de Li e col.
(2013) demonstrou que camundongos tratados com resveratrol (30mg/Kg via

intraperitoneal (i.p) quando expostos a uma aplicacdo Unica de paraquat (20 mg/Kg,
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i.p.) mostraram atenuacao das lesdes pulmonares, induzindo a ativacéo da proteina
sirtuina 1 (Sirtl) e fator nuclear eritréide 2 (NRF2), aumentando a atividade das
defesas antioxidantes como a heme oxigenase 1 (HO-1), SOD e CAT.

Outro efeito atribuido ao resveratrol relaciona-se com suas propriedades anti-
inflamatorias. Prévios estudos demonstraram que o resveratrol foi capaz de inibir a
producgéo de algumas interleucinas como IL-2, IL-6, IL-12 e TNF-a em macrofagos
(Pendurthi e col., 1999; Zhong e col., 1999).

Gao e col (2001) evidenciaram, in vitro, o efeito supressor em linfécitos T do
resveratrol [25 pM] inibindo a ativagéo linfocitaria em cerca de 90%. O mesmo
estudo ainda mostrou que em camundongos que receberam via oral o resveratrol,
2 mg/dia/4 semanas, mostram reducao na proliferacéo de linfocitos T.

Além disso, estudos vém demonstrando uma importante funcéo do resveratrol
como um mediador da longevidade, por meio da ativacao enddgena nos niveis de
Sirtl, interagindo com diversos processos metabdlicos, vias factor nuclear kappa B
(NF-kB), forkhead box (FOXO), peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha (PGC-1a), prevenindo assim, o processo do envelhecimento e
aumentando a longevidade em mamiferos (Baur e col., 2006; Chen e col., 2005;
Howitz e col., 2003; Taylor e col., 2008; Haigis & Sinclair, 2010).

Navarro e col. (2017) utilizando camundongos knockout Tert  com
caracteristica o0 envelhecimento prematuro, observaram menor perda de
complacéncia pulmonar, menor comprometimento das estruturas pulmonares e
diminuicdo de lesdes de DNA nas células parenquimais, quando instilados com

resveratrol (1 mg/Kg, uma vez por més/ 3 meses).
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2.4 Sirtuinas

A familia das sirtuinas compreendem 7 isoformas com diferentes funcbes e
localizacdes (Price et al., 2012). Sirtl € extensivamente estudada e associada a
uma variedade de processos bioldégicos e patoldégicos. Com localizacdo
predominantemente nuclear, podendo-se translocar para o citoplasma, tem sua
funcdo associada com a estabilidade metabdlica, envelhecimento, estabilidade do
genoma, migracdo e invasao celular, metastase, dano e reparo do DNA, e cancer
(Bai e Zhang, 2016).

Véarios mecanismos sado recrutados na modulagcédo de Sirtl. Atua no estresse
oxidativo através da via de sinalizacdo Sirtl/FOXO estimulando a expressao de
enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase (GPx), tioredoxina redutase
(Trx1/Trx2), heme oxigenase-1 (HO-1), glutationa redutase (GR) e manganés
superoxido dismutase (MnSOD/CuzZn-SOD) (Pierre et al., 2006; Morgan et al., 2011;
Hasegawa et al., 2013; Merksamer et al., 2013). Em resposta a dano celular Sirtl
regulou o fator transcricional NF-kB-p65/p50 envolvido na sinalizacao inflamatéria
(Salminen et al., 2008; Ren et al., 2019). Além disso, Sirtl mostrou interacdo com o
fator nuclear derivado do fator nuclear eritrdide 2 (Nrf2) e induziu os receptores
proliferadores gama peroxissomicos (PGC-1a) aumentando a massa mitocondrial e

regulando a apoptose (Hu et al., 2007; Chiou et al., 2011; Zhou et al., 2021).

Outro membro da familia das sirtuinas, a Sirt2 tem sua localizacao
predominantemente citoplasmatica podendo-se translocar para o nucleo (North e
Verdin 2007). Suas fun¢cbes sdo bem estabelecidas, entretanto, seu comportamento

no modelo da doenca ainda € incipiente. Tem funcéo na progressao do ciclo celular
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(G2/M-H4/16) estimulando a condensacdo da cromatina, modula a via de
sinalizacdo da apoptose via p53-p38/MAPK/p300 (Matsumori et al., 2011). Além
disso, tem funcdes relacionadas com apoptose, metabolismo e envelhecimento,
modulando a via de sinalizacdo FOXO1 e FOXO3 (Wang et al., 2007). Além disso,
mostrou interagdo com o NF-kB RelA/p65-K3100 e com o fator nuclear (Nrf2)
estimulando a atividade enzimatica glutationa (GSH) e a enzima glutamato cisteina

ligase (GCL) (Rothgiesser et al., 2010; Singh et al. 2018).

Ilgualmente importante, Sirt6 compde a familia das sirtuinas com localiza¢éo
no nucléolo (Ardestani e Liang 2012). Tem suas fungbes relacionado com a
manutencao e reparo do DNA, estabilizacdo gend6mica e funcédo da telomerase,
modulacdo de genes de inflamagcdo do NF-kB Rel/p 65/H3-9, modulagdo do fator
indutor de hipdxia HIF1a, vias de sinalizagdo JNK (Kawahara et al., 2009; Tennen
e Chua, 2011; Xiao et al., 2012). Os resultados mostraram uma relacéo entre Sirt6
e senescéncia celular acelerada, desregulacdo do estado redox e aumento da
vulnerabilidade ao estresse oxidativo (Pan et al., 2016). Além disso, a deficiéncia do
Sirté mostrou associacdo com fenétipos de alteracdo relacionados ao
envelhecimento precoce, como curvatura acentuada da coluna vertebral,
osteoporose, perda de gordura subcutanea, associada a colite (Mostoslavsky et al.,

2006).

Entretanto, ainda sdo bem escassas as investigacdes sobre o possivel efeito
protetor do resveratrol relacionado com a progresséo do envelhecimento pulmonar.
Até onde sabemos, nenhum estudo se estendeu para avaliar a resposta do

resveratrol no pulméo envelhecido sob a influéncia de condi¢des estressoras, como
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nas exposi¢cdes ao DE. Portanto, hipotetizamos que o resveratrol atenuaria 0s
possiveis efeitos nocivos decorrentes das exposi¢cdes a exaustdo do motor a diesel

nos desfechos do envelhecimento pulmonar.
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3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da administracao do resveratrol no pulméo de camundongos

idosos expostos a exaustdo do motor a diesel. Assim, os objetivos especificos

foram:

-» Avaliar marcadores inflamataorios (IL-1B, IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 e TNF-

a, IFNy, KC) no sangue e no lavado broncoalveolar;

-» Avaliar as atividades enzimaticas de GPx, GR, GST e Cu/Zn SOD no tecido

pulmonar;

-» Avaliar o conteudo de matriz extracelular do tecido pulmonar (contetdo de

colageno e elastina);

-» Avaliar a expressao proteica de Sirtl, Sirt2 e Sirt6 no parénquima pulmonar.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovacéo de Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de Animais
(CEUA) na Faculdade de Medicina da USP, sob n° #093/17 (Anexo A).

4.2 - Delineamento experimental

Os animais experimentais foram expostos previamente ao resveratrol ou
veiculo (10 dias antes do inicio das exposi¢cdes) e concomitante aos 30 dias de
exposicdo ao diesel. Apds o periodo das exposicdes (protocolo descrito abaixo) os
pulmdes foram coletados. O pulméo (D) foi fixado e destinado para andlises
histoldgicas para a mensuracdo do conteudo de colageno e fibras elasticas no
parénquima pulmonar. Quantificamos os niveis de expressfes proteicas de Sirt1,
Sirt2, Sirt6 e MAC2 no parénquima pulmonar por imunohistoquimica. No
sangue/soro e no lavado broncoalveolar avaliamos o perfil inflamatorio (IL-1, IL-2,
IL5, IL6, IL-10, 1L-17, TNF, INFy e KC) pela técnica de Cytometric Bead Array
(CBA).

O pulmao contralateral foi dividido em trés partes iguais, sendo o terco médio
destinado para avaliacdes das atividades enzimaticas (GPx, GR, GST e SOD) por
espectrofotometria e 0s tercos superior e inferior armazenados e mantidos a -80°C

para futuras analises que se fagcam necessarias.
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4.3 - Desenho experimental

Neste estudo foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem C57/BL6,
adultos idosos na idade de (+ 15 meses). Os animais foram obtidos junto ao Biotério
Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo (FMUSP) e
mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura (22 a 25°C) e luminosidade
(ciclo 12h claro / 12h escuro) e 70% de umidade relativa. Os animais foram
alimentados com agua e ragao “ad libitum” e mantidos e manipulados de acordo
com as normas de “Uso de Animais de Laboratério” do Centro de Bioterismo da

FMUSP. Os animais foram divididos em 4 grupos randdémicos (Figura 02).

(AFVEI) Grupo ar filtrado + veiculo: 10 camundongos com idade
de (£ 15 meses) receberam 20 ml/Kg de veiculo (i.p) e foram
expostos ao ar filtrado.

(AFVEI) Grupo ar filtrado + resveratrol: 10 camundongos com
idade de (= 15 meses) receberam 20 ml/Kg de resveratrol (i.p) e
foram expostos ao ar filtrado.

(DVEI) Grupo diesel + veiculo: 10 camundongos com idade de (+
15 meses) receberam 20 ml/Kg de veiculo (i.p) e foram expostos ao
diesel.
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(DRSV) Grupo diesel + resveratrol: 10 camundongos com idade
de (x 15 meses) receberam 20 ml/Kg de resveratrol (i.p) e foram
expostos ao diesel.

L4 L2 L5 ILA7
| LBaISORO |— IL-6 IL-10 TNF IFNy
— | k¢

: 6 Pulmao D HIST H&E PSHe RFO
h v ‘#\ R —
| VEI o
! ‘ n:1e [ muno | SIRT1, SIRT2, SIRT6e MAC2
_*15meses I
| EsPECT | GPx,GR,GSTe SOD
‘ | PulmaoE |
| 0° dia | 10°dia | | EXPOSICAO AR FILTRADO | 30° dia | | Resr |
| LBAISORO | IL-6 IL-10 TNF IFNy
- KC
‘h PumaoD | | HIST | H&E PSHeRFO
h . [ muno | SIRT1,SIRT2, SIRT6e MAC2
= RSV .,
} » VEI el | EseecT | GPx,GR,GSTe SOD
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+15 meses ‘ RESER |

Figura 02 - Representacao do desenho experimental.

4 .4 - Resveratrol utilizado no estudo

O extrato de resveratrol, Trans-Resveratrol (100%) adquirido na industria
farmacéutica (Galena Quimica e Farmacéutica, Ltda) validado com Certificado de

Andlise - atestando a sua pureza e as boas condi¢cdes de uso para a realizagdo

deste estudo (Figura 3).
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Os animais experimentais neste estudo foram administrados com resveratrol
ou veiculo, via intraperitoneal (i.p) na dose de 20 ml/kg (Park et al.,2012). Para
melhor padronizagdo de dose, via de administragcdo, duragdo do tratamento e
adaptacao dos animais, realizamos um projeto piloto avaliando os possiveis efeitos
desse protocolo na nossa metodologia. O DMSO, extensamente utilizado como
veiculo condutor do resveratrol mostrou-se extremamente toxico, com altas taxas
de letalidade, inviabilizando sua utilizacdo (Sussan et al., 2012; Tan et al., 2015;
Tseng et al.,, 2019). Possivelmente, a idade avancada e o declinio fisiolégico
multissistémico, inerente ao envelhecimento, podem ter contribuido nesse
desfecho. Portanto, optamos pelo uso da vaselina liquida, estéril, frequentemente
utilizada em grande escala em intervencdes médicas, sua utilizacdo decorreu sem
intercorréncias.

O armazenamento e 0 manuseio da solugcdo matriz foram rigorosamente
preconizados, sendo uma substancia muito fragil a agentes desestabilizadores
como temperatura, exposicdo a luz ambiente e solubilidade. Além disso, as
solucdes eram refeitas e reajustadas semanalmente, considerando a possibilidade
de variacdo do peso corporeo dos animais. Iniciamos as aplicagbes por 10 dias
antes do inicio das exposi¢cdes que se mantiveram no curso dos 30 dias de

exposicao do diesel ou ar filtrado.


https://www.jmedscindmc.com/searchresult.asp?search=&author=Feng%2DJen+Tseng&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
https://www.jmedscindmc.com/searchresult.asp?search=&author=Feng%2DJen+Tseng&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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Figura 03 - Certificado de Andlise do Resveratrol.

4.5 - Sistema de Exposicdo Gerador de aerossol da queima do combustivel
diesel

Os componentes da exaustdo do motor estacionario (BD-2500 CFE, Branco,
China) de energia a diesel foram conduzidos por um periodo de 8 min para um saco
(BAG de Teflon com 3m?) adaptado na sala de maquinas do container do laboratério
de exposicdo. Em seguida, adicionado ar ambiente por 3 min com a finalidade de

diluicdo do ar coletado da exaustdo do motor. Com auxilio de uma bomba
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pneumatica as particulas da exaustdo do motor armazenadas no BAG foram
direcionadas para a camara de exposicdo onde os camundongos estavam
acondicionados para serem expostos. Os camundongos foram expostos por um
periodo de 01 hora por dia, na dose de 1200 ug/m?3, por um periodo de 30 dias.
Monitoramos os parametros em tempo real de NOx, NO2, NO (Thermo Scientific),
Os (Thermo Fisher Scientific) e as concentracdes de MP2 s (DataRam 4 TM, Thermo
Fisher Scientific Inc.).

Com auxilio de uma bomba a vacuo, o ar ambiente foi drenado e direcionado
ao sistema de filtracdo HEPA, em seguida esse ar filtrado foi conduzido a camara

para exposi¢ao dos animais que receberam ar filtrado (Figura 04).

Exaustdo Gases Ar para Laboratério
b Ventilador

Alimentag¢do

=

Ar Externo

Ventilador
Enchimento

Bomba
Pneumatica

—@

Gerador Diesel Vent.Exaustio

Figura 04: Laborat6rio de Exposicéo do Diesel. FONTE: (Ribeiro et al., 2019).
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4.5.1 - Caracterizacao da exposicao

A andlise fisico-quimica do combustivel bruto foi realizada pelo Instituto
Nacional de Tecnologia por meio de relatérios técnicos. A caracterizacdo da
exposicao da exaustdo do motor a diesel foi feita a partir da coleta de filtros de
amostragem equipados, conectados as camaras de exposicdo. A andlise quali-
guantitativa elementar (Na, Al, Si, P, S, K, Ca, Ti, V, Fe, Ni, Cu, Zn e Pb) foram
realizadas com auxilio de um espectrofotbmetro de fluorescéncia de raio X

(Shimadzu EDX 700).

4.6 - Coleta do Material Biolégico
4.6.1 - Pulmdes
Apds 24 horas do término do protocolo de exposi¢do, os animais foram
anestesiados com injecdo intraperitoneal de tiopental sédico (200 mg/kg™' peso
corporal) traqueostomizados e canulados. O sangue foi coletado e processado, em
seguida, armazenado em freezer -80°C até o momento das analises.

Em 10 animais de cada grupo foi realizada uma toracotomia mediana e 0s
pulmdes foram expostos. Em seguida os pulmdes foram perfundidos com PBS pela
via de acesso ventricular esquerda. O pulméo esquerdo foi clipado, fracionado em
3 partes iguais e acondicionadas em criotubos, sendo o terco inferior e o superior
armazenados em criotubos no freezer -80°C como materiais reservas, destinados
para futuras analises que se facam necessarias. O terco mediano foi direcionado

para a analise da atividade enzimatica antioxidantes por espectrofotometria.
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O pulméo direito foi lavado com 3 x 0,5 ml de PBS e aproximadamente 1,0 ml
de lavado broncoalveolar (LBA) e recuperado para as analises do perfil inflamatério.
Em seguida o pulmao direito foi insuflado com aproximadamente 0,4 ml de solucéo
salina 0,9% e mantido em solucéo fixadora por 24 horas. Posteriormente, o material

foi transferido para alcool 70% para analise histopatolégica.

4.6.2 - Anélise do Sangue
O sangue foi coletado, previamente a coleta do LBA e remoc¢ao dos pulmdes
da cavidade tor4cica, via de acesso cava inferior, utilizando seringa de 1ml
heparinizada. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1000g por 15 minutos
a 4°C e o sobrenadante coletado. Em seguida, as amostras foram novamente
centrifugadas a 1000g por 10 minutos a 4°C. O soro foi coletado e armazenado a

-80°C até o momento das analises correspondentes.

4.6.3 - Demais O0rgaos
Os demais 6rgaos (coracao, rins, figado, baco, timo, cérebro, testiculos e vias
aéreas superiores) foram coletados, pesados, fixados e armazenados para

possiveis analises futuras.

4.6.4. Andlises do Lavado Broncoalveolar (LBA)
O LBA foi centrifugado a 850 rpm durante 10 minutos a 4°C, em seguida
coletados sobrenadantes e acondicionados em novos tubos eppendorf para a

dosagem de interleucinas. O pellet foi ressuspendido em 300 pl de PBS e
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homogeneizado, utilizado para a contagem total do niamero de células e confeccao
das laminas para a andlise diferencial. Para a obtencado do numero total de células
foi utilizada uma camara de Neubauer, onde adicionamos 20 pl da solucéo
ressuspendida do “pellet” para a obtencao dos resultados no niumero total. A formula
aplicada: Contagem Total x 10° x diluicdo da amostra.

Para a andlise diferencial celular realizamos com auxilio de uma centrifuga
(Cytospin 3 - Chandon) a confeccao das laminas de esfregacos. As laminas foram
acondicionadas num suporte metalico na centrifuga, em seguida colocadas na sua
interface um papel filtro perfurado, contendo uma area conhecida, por fim, a lamina
foi selada com o funil plastico, com a finalidade de deposicdo e conducdo do
material bioldgico (Aradjo-Jorge et al., 2000). Em seguida, foram pipetados 100 pl
das amostras nos funis do cilindro plasticos e centrifugados a 450 rpm por 6 minutos.
As amostras foram feitas em duplicatas, apdés a secagem das laminas segundo
orientacdes do fabricante, foram coradas com o auxilio do Kit Instant Prov-conjunto
de corantes para coloracgdo diferencial rapida em hematologia (NewProv). Apés 24
horas as laminas foram montadas com resina para microscopia Entellan (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e deixadas para secar em temperatura ambiente.
Posteriormente as laminas foram escaneadas com o auxilio do scanner de laminas
digital Panoramic SCAN (3DHistech Ltd., Budapest, Hungary) e as andlises feitas
com a ajuda do software Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Durante a analise, as
células foram diferenciadas em: macroéfagos, linfocitos, eosindfilos, neutrofilos.

Nas amostras do sobrenadante do LBA e soro foram avaliadas as dosagens
das citocinas, Mouse IL-18 Flex Set (limite de detec¢éo 1,9 pg/mL) Mouse IL-6 Flex

Set (limite de deteccéo 1,4 pg/mL) Mouse IL-10 Flex Set (limite de deteccdo 9,6
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pg/mL) e Mouse TNF Flex Set (limite de deteccdo 2,8 pg/mL) Mouse KC Flex Set
(limite de deteccéo 0.1 pg/mL) Mouse IFNy Flex Set (limite de deteccao 0.5 pg/mL)
Mouse IL-2 Flex Set (limite de deteccdo 0.2 pg/mL) Mouse IL-5 Flex Set (limite de
deteccdo 0.9 pg/mL) Mouse IL-17 Flex Set (limite de deteccédo 0.95 pg/mL) pelo
meétodo de citometria de fluxo em ensaios multiplex (Cytometric Bead Assay - CBA
- BD Bioscience, CA, USA).

Para cada citocina foi gerada uma curva padrao utilizando a mistura de
citocinas padréo fornecida pelo kit. Os padrdes liofilizados foram reconstituidos em
4mL de Assay Diluent (“Top Standart”) incubados por 15 min em temperatura
ambiente e posteriormente realizada uma diluicdo seriada, segundo orientacdes do
fabricante.

Foram pipetados 50 ul de cada ponto da curva padrédo e também 50 pl de cada
amostra de LBA e de soro. Adicionamos 50ul de solu¢cdo contendo as “beads” de
captura de cada citocina e os tubos foram incubados por uma hora em temperatura
ambiente. Depois do periodo de incubacgédo, 50ul do reagente de deteccao foram
adicionados aos tubos e deixados por mais uma hora no escuro em temperatura
ambiente.

Apés as incubagbes, acrescentamos 1ml de tampéo de lavagem e centrifugado
por 5 min a 200g e o sobrenadante desprezado e as amostras ressuspendidas em
300ul de tampédo de lavagem para as aquisicbes em citbmetro de fluxo BD
FACSCanto™ |l (BD Biosciences, CA, USA). Foi realizada a aquisicao de 1200
eventos e a conversao de dados foi realizada utilizando o software FCAP Array (BD

Bioscience, CA, USA). A concentragdo das citocinas em cada sobrenadante foi
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determinada por interpolacdo a partir da curva padréo correspondente. A gama de

deteccao foi 20-5000 pg/mL para cada citocina.

4.7- Andlises do estresse oxidativo

As atividades das enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase
(GR), glutationa S-transferase (GST), atividade da catalase (CAT) e superéxido
dismutase (SOD) foram determinadas por espectrofotometria em amostras do
homogenato do tecido pulmonar (Power Wave x 340, Bio-tek Instruments, software
KC 4 v 30).

As amostras foram homogeneizadas em tampé&o fosfato pH 7,3 na diluicéo 1:5,
em seguida dosadas as proteinas (Bradford protein assay - Bio Rad) cujo principio
consiste na adicdo de um corante 4cido a uma solucéo de proteinas e subsequente
medicao da absorbancia no comprimento de onda de 595 nm. Foi A comparado com
uma curva padrao de soroalbumina bovina e a concentracdo de proteinas presente
nas amostras, que foram aliquotadas e armazenadas em freezer -80C até o

momento das analises.

4.7.1 - Atividade de glutationa peroxidase (GPx)

Este método baseia-se na medida indireta da atividade da GPx por meio de
uma reacao conjunta com a glutationa redutase (GR) (Beutler, 1985). A glutationa
oxidada (GSSG) produzida pela reducao por hidroperéxidos pela GPx € reciclada

para gerar seu estado reduzido pela GR e NADPH.
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GPx
2GSH + R-O-0O-H GSSG + H20 + R-OH

oK GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP*

O substrato utilizado neste ensaio é o tercbutilhidroperoxido. A oxidacao de
NADPH a NADP* foi acompanhada pelo decaimento da absorbancia a 340 nm e a
37°C foi adicionado em cada cavidade de uma microplaca, 125uL de tampéao fosfato
0,1M pH=7,0 e EDTA 1,0 mM; 30uL de amostra (correspondente a 80ug de proteina
totais); 5uL de solucdo de glutationa reduzida (GSH) 80mM; 0,048U de glutationa
redutase (5uL da solugéo 0,0096 U/uL). Essa mistura foi incubada por 5 minutos a
37 °C, em seguida foi adicionado 5uL de solugao de terc butilhidroperdxido 0,46%
e 30uL de solucdo de NADPH 1,20mM. O decréscimo na absorbancia foi
monitorado a 340 nm por 3 minutos. As amostras foram analisadas em triplicata.

A atividade foi determinada a partir da formula:

K y 200 L
Sneopn 0 302l

Atividade =

onde:

Atividade: atividade especifica da GPx (U/ug de proteina); k: inclinacdo da curva

de decaimento (min-); b: caminho éptico (0,524 cm); 5NADPH ":6,22 x 103 (UM-tcm-

2001l
1); 80ug : quantidade de proteinas totais utilizada no ensaio (80ug); 304 . diluicao
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da amostra na cubeta; 30pL : volume de amostra correspondente a 80ug de

proteina.

4.7.2 - Atividade de glutationa redutase (GR)

O método baseia-se na medida direta da atividade da GR, que utiliza o NADPH
como co-fator na reducdo da GSSG em GSH. A oxidacao de NADPH a NADP* foi

acompanhada pelo decaimento da absorbancia a 340 nm e a 37°C.

GR

GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP*

Foi preparado 10mL de meio reagente com 4mL de tampéo fosfato 0,10 M pH
7,0 e EDTA 1,0mM; 3mL de EDTA 0,005M; 3mL de agua deionizada, 0,02g de
glutationa oxidada (GSSG) e 4mg de NADPH. Adicionamos em cada po¢o de uma
microplaca 20uL (volume de amostra correspondente a 80ug de proteinas totais) e
180pL de meio reacional. O decréscimo dos valores de absorbancia foi monitorado

a 340 nm por 5 min a 37°C. As amostras foram analisadas em triplicata.

A atividade foi determinada a partir da formula:

Kk g 20041
Snaopn D 204

Atividade =

/8019
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onde:

Atividade = atividade especifica da GR (U/ug de proteina); k = inclinagéo da curva
de decaimento (min't); b = caminho 6ptico (0,524 cm); SNADPH = 6,22 x 103 ((M'

200l
lem); 80pg = quantidade de proteinas totais utilizada no ensaio; 204L = diluigdo
da amostra na cubeta; 20uL = volume de amostra correspondente a 80 ug de

proteina.

4.7.3 - Atividade de glutationa S-transferase (GST)

O método baseia-se na formacédo de um complexo entre a GSH e o 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela GST. O aumento de absorbancia foi
diretamente proporcional a atividade da GST na amostra.

o] GS
. oot . + o 4+ H

¥

ZSH +

MO, NGO,

Figura 5: Reacado de conjugacdo do CDNB com a GSH catalisada pela GST.

Foi adicionado em cada cavidade de uma microplaca, 20uL (volume de
amostra correspondente a 80ug de proteinas totais), tampao fosfato 0,1M pH=6,5

(160pL); 5uL de solucao de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 0,1M; essa mistura



53

foi pré-incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, adicionamos
15uL de glutationa reduzida (GSH) 0,1M. O aumento na absorbancia foi monitorado
a 340 nm por 5 minutos a 25°C. As amostras foram analisadas em triplicata.

A atividade foi determinada a partir da formula:

K " 200
Scons D 204l

Atividade = /8019

onde:

Atividade = atividade especifica da GST (U/ug de proteina); k= inclinacao da

curva (min't); b= caminho 6ptico (0,524 cm); §CDNB =9,60 x 103 ( (M‘lcm'l);

200 u
80ug = quantidade de proteinas totais utilizada no ensaio; 204 = diluicdo da
amostra na cubeta; 20uL = volume de amostra correspondente a 80 ug de

proteina.

4.7.4 - Atividade da Cu/ZnSOD

A enzima Cu/ZnSOD dismuta o Oz na presenca de H* formando H20:2 e H20.
No ensaio utilizamos o sistema hipoxantina-xantina oxidase como gerador de O2-.
O ferricitocromo C foi reduzido na presenca do Oz~ e a taxa de reducdo monitorada
por espectrofotometro a 550 nm e a 25°C. A Cu/ZnSOD compete pelo Oz~

diminuindo a taxa de reducéo do ferricitocromo C. Uma unidade de SOD foi definida
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como a quantidade de SOD que inibe a taxa de reducgéo do ferricitocromo C sob

condigdes especificas, em 50% (McCord & Fridovich, 1969; Flohé Otting, 1984).

e X0
(A) ‘ Hipoxantina ‘“‘Hzo“‘oz —> | Xantina | +H*+

o

X0
(B) | Xantina | +H,0+0; =——>  Acido Urico +H++‘ 0," ‘

(C) ‘ O ‘+CitC(Feg*) —> 02 + CitC(Fe?)

. )
(D)Z‘ 0, ‘+2H*—) H,0, + O,

Figura 6: Reacles catalisadas pelas enzimas xantina oxidase (XO) e superdxido
dismutase (SOD). (A) Reacao de conversdo de hipoxantina em xantina catalisada
pela XO; (B) reacéo de conversao de xantina em &cido Urico catalisada pela XO; (C)

reacao de reducéo do ferricitocromo C oxidado [Cit C(Fe3*)] formando ferricitocromo

C reduzido [Cit C(Fe?*)] e (D) reacdo de dismutacdo do O2*- catalisada pela enzima

SOD.

Para a remocao de interferentes (como Hb, albumina, NADPH, acido ascoérbico
e lipideos) realizamos uma extracao liquido-liquido com uma mistura de solventes
contendo etanol/cloroférmio (62,5:37,5 v/v). Adicionamos a um eppendorf 125 uL da
amostra de eritrocitos (1:5) e 200 pL da mistura de solventes. Em seguida,
centrifugados a 3000g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi retirado e reservado

para as analises.
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Prepararemos um meio reacional composto por 37,5 mL de tampéao fosfato
KH2PO4/K2HPO4(50mM — pH 7,8) com EDTA 0,1mM; 10 mL de hidréxido de sodio
(NaOH) 10 mM; 6,2 mg de ferricitocromo C e 0,68 mg de hipoxantina.

Para determinarmos a taxa de reducdo do ferricitocromo C na auséncia de
CuZzZnSO0OD, adicionamos a uma cubeta de quartzo, 950 uL de meio reacional, 25 pL
de tampéo fosfato KH2PO4/K2HPO4(50mM — pH 7,8) e 25 yL de uma solugéo de
xantina oxidase (preparada imediatamente antes da adicdo a cubeta) na
concentragdo que produza um aumento na absorbancia de 0,025.min"! (~0,8 U/mL).
A leitura foi realizada por 3 minutos a 550 nm e a 25°C. Para determinar a
porcentagem de inibicdo (%l) na taxa de reducao do ferricitocromo C produzida pela
presenca de CuZnSOD a leitura foi realizada, adicionando a cubeta 950 uL de meio
reacional, 25 L de amostra extraida e 25 pL da solugéo de xantina oxidase (~0,8
U/mL). O branco consiste na leitura da adi¢do de 950 uL meio reacional e 50 pL de

tampao fosfato KH2PO4/K2HPO4(50mM — pH 7,8) a cubeta de quartzo.

4.8 - Analise de colageno e fibras elasticas no parénquima pulmonar e nas
vias aéreas

Para a andlise de colageno total as laminas foram coradas com Picrosirius red.
As laminas foram desparafinadas e hidratadas em gradiente de alcool (absoluto —
95% - 70% - agua). Depois as laminas foram coradas com Picro-Sirius red por 15
minutos e lavadas em aguas corrente. Na sequéncia, foram contra-coradas com
hematoxilina de Carazzi por 5 minutos e lavadas novamente em agua corrente.

Finalmente foram desidratadas em gradiente de alcool (70% - 95% - absoluto)
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passadas no xilol e montadas com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha). Nesta
coloracgéo as fibras colagenas se coram em vermelho vivo.

Para a analise de fibras elasticas as laminas foram coradas com Resorcina
Fuscina oxidada. As laminas foram desparafinadas e hidratadas em gradiente de
alcool (absoluto — 95% - 70% - agua). Depois as laminas foram oxidadas em solugéo
de oxona 10% por 40 minutos, lavadas com agua por 5 minutos e passadas
rapidamente por alcool 70% e 96%. Em seguida coradas com resorcina-fucsina por
1 hora em temperatura ambiente e lavada por mais 5 minutos. As laminas foram
diferenciadas em alcool 70% até ser possivel ver apenas as fibras elasticas em roxo
escuro. Finalmente as laminas foram desidratadas em gradiente de alcool (95% -
absoluto) passadas no xilol e montadas com Entellan (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

Para as andlises no parénquima pulmonar as laminas foram escaneadas com
o auxilio do scanner de laminas digital Pannoramic SCAN (3DHistech Ltd, Budapest,
Hungary) e analisadas com a ajuda do software Image-Pro® Plus versdo 4.5 para

Windows® (Media Cybernetics — Silver Spring MD, USA).

4.9 — Analise Imuno-histoquimica (IHQ)
Para a analise proteica das sirtuinas (Sirtl, Sirt2 e Sirt6) e MAC2 foram
utilizadas a pesquisa de anticorpo em tecido pulmonar pelo método peroxidase.
Os cortes histologicos a 5 pm de espessura foram realizados em laminas
silanizadas (3-Aminopropil-trietoxisilano — Sigma) seguindo o protocolo: As laminas
foram desparafinizadas com xilol quente a 60°C por 15 min e xilol frio por 15 min.

Lavados em alcool absoluto 95% e hidratadas em agua corrente e deionizada. A
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recuperacao antigénica foi obtida através de alta temperatura em panela de presséo
a 125°C por 1 min em tampdo citrato Ph6,0. Apos este periodo as laminas foram
lavadas em PBS. Foram feitos os bloqueios da peroxidase endégena com agua
oxigenada (H202) 10v 3% por 4 vezes durante 5 minutos cada, em seguida as
laminas foram lavadas com agua e PBS.

Os anticorpos primarios foram aplicados sobre os cortes, incluindo os
controles (positivo e negativo) e permaneceram “overnight” em geladeira a 4 graus
em camara Umida. Na sequéncia as laminas foram lavadas em PBS e incubadas
pelo ABC Kit Vectastain (Vector Elite — Vector Laboratories, Inc. Ingold Road
Burlingame, CA).

Na etapa seguinte, as laminas foram lavadas em PBS e a revelagéo feita pelo
cromodgeno 3,3 Diaminobenzidine (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA). As
laminas foram lavadas em &gua corrente abundante e contra-coradas com
Hematoxilina de Harris por 30 segundos (Merck, Darmstadt, Alemanha). Novamente
as laminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas e montadas com resina
para microscopia Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Por fim, as laminas foram escaneadas com auxilio do escaner de laminas
Pannoramic SCAN (3DHistech Ltd., Budapest, Hungary) e foram analisadas no
software Image-Pro® Plus versdo 4.5 para Windows® (Media Cybernetics — Silver
Spring MD, USA). Os anticorpos, concentracdes e padronizacdes utilizadas neste

estudo estdo apresentados abaixo (tabela 10).
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Tabela 1: Descricado da Imunomarcagcao, anticorpos utilizados e

padronizagfes da concentracao.

IMUNOMARCACAO ANTICORPO PADRONIZACAO

Sirtl Anti — Sirtl (Santa Cruz — 1:100
cod. SC 135792)
Sirt2 Anti — Sirt2 (Santa Cruz — 1:300
cod. SC20966)
Sirt6 Anti — Sirt6 (ABCAM — 1:400
cod. AB135566)
MAC?2 Anti — MAC 2 1:50.000
(Cerdarlane - céd.

CL8942AP)

4.10 - Anédlise Estatistica

As analises descritas foram realizadas para as variaveis, exposi¢cao ao diesel
ou exposicao ao ar filtrado; administracdo de resveratrol ou administracdo do
veiculo.

Para todas as variaveis quantitativas a homogeneidade das variancias e a
aderéncia a curva normal foram analisadas através dos testes de Kolmogorov-
smirnov. Para distribuicdo paramétrica aplicamos o teste ANOVA e o pés-teste o
Tukey. Para as distribuicdes ndo parameétricas utilizamos os testes Kruskal — Wallis

e 0 pos-teste Bonferroni. Foram considerados estatisticamente significativos os
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valores de p<0,05. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdao ou

mediana (intervalo interquartil) conforme a distribuicao.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise das propriedades fisico-quimica do combustivel diesel

As propriedades fisico-quimicas do combustivel fornecidas pelo Laboratorio

de combustiveis e Lubrificantes sé&o descritas na (tabela 2).

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimica do 6leo diesel

ENSAIO RESULTADO METODO BASEADO
Aspecto Turvo com impurezas Visual

Cor Vermelha Visual

Cor ASTM Cor ASTM L ABNT NBR 14483/08
Teor de biodiesel - % 5,42 EM 14078
Determinagédo de enxofre — 352 ASTM D 5453
mg/kg

Massa especifica a 20°C — 847,3 ABNT NBR 7148/01
Kg/m3

Ponto de Fulgor, v. fechado - 42,0 ABNT NBR 14598/12

°C (procedimento A)

Viscosidade cinematica 40°C 2,560 ABNT NBR 1044 1/07
—mm2 /s
Destilagéo — 50% vol., 262,5 ABNT NBR 9619/09

recuperado - °C



Destilagéo — 85% vol.,
recuperado - °C

Ponto de entupimento de
filtro a frio - °C

Residuo de carbono
ramsbottom no residuo dos
10% finais de destilacdo - %
massa

Cinzas - %

Corrosividade ao cobre 3h a
50°C

Agua — mg/kg
Contaminacéao total — mg/kg

Determinacgéo de Agua e
Sedimentados - %

indice de neutralizacdo —
mgKOH/g

Lubricidade — um

Condutividade elétrica —pS/

348,7

0,012

0,007

16.

5.206

6,48

0,153

200

1.249

ABNT NBR 9619/0

ABNT NBR 14747/98

ASTM D 524

ASTM D 482

ABNT NBR 14359/13

ASTM D 6304

EM 12662

ASTM D 2709/96

ASTM D 974

ASTM D 6079

ASTM D 2624
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FONTE: ANP, 2011. Resolucdo ANP n°65 de 09/12/2011-DOU 12/12/2011.
Estabelece as especificagbes do 6leo diesel de uso rodoviério, consonante as
disposi¢cdes contidas no Regulamento Técnico ANP n° 08/2011 e as obrigacdes
quanto ao controle da qualidade a serem atendidas pelos diversos agentes

econdmicos que comercializam o produto em todo o territério nacional.

5.2 Analise dos parametros monitorados em tempo real durante as exposicdes

Gréfico 1: Representacédo grafica dos parametros monitorados em tempo real; (A)

material particulado PM2,5, (B) temperatura e (C) umidade.
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Gréfico 2: Representacédo grafica dos parametros monitorados em tempo real, (A)
oxido de nitrico (NO) e (B) dioxido de nitrogénio (NO2).
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Média NO2 (ppm)

NO2 (ppm)

A andlise quimica do PM2,5 foi obtida pela técnica de ativagdo de néutrons

(INAA) (tabela 3).

Tabela 3 — Caracterizacao elementar das amostras de MP2,5

ELEMENTO CONCENTRACAO INCERTEZA DA CONCENTRACAO
As (ug g-1) 0,07123 0,00076
Ba (ug g-1) LD=4,2 e LQ=12,7 -
Br(ug g-1) 0,6386 0,0042
265,42
Cl(ugg-1) 9,92
Cr(ugg-1) 2,342 0,030
Cu (ng g-1 113,66 1,48
Fe (ug g-1) 44,58 1,66
K(ug g-1) 7,189 0,717
Mn (ug g-1) 0,6862 0,0412
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Mo (ug g-1) 1,762 0,019
Na (ug g-1) 25,092 0,874
Sb (ug g-1) 0,9120 0,0191
V(ug g-1) 0,0943 0,0136
Zn (ug g-1) 2197,67 6,23

Legenda: Resultado foi calculado considerando erros nas medicfes das atividades

da amostra e padréo.

O teor de enxofre (%) nas amostras do PM2,5 foi obtido pela analise EDX

qualitativa (tabela 4).

Tabela 4 - Concentracéo qualitativa de enxofre no material particulado

Elemento Concentracéo

S (%) 2.7
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5.3 Anédlises peso corporeo, perfil inflamatorio celular no LBA e MAC2 tecidual

O peso dos animais (g) ndo apresentou alteracdes significativas entre os
grupos. Os valores de média, mediana, desvio padrdo ou intervalo interquartil séo
apresentados na tabela 5, anexo B.

O numero de células inflamatérias totais no lavado broncoalveolar (103
células/mL) mostrou-se aumentado nos animais expostos ao diesel administrados
com veiculo (267,50 (59,0); p=0,0001) em relacdo aos animais expostos ao ar
filtrado administrado com veiculo (70,50 (7,3)). Os animais expostos ao ar filtrado
administrados com resveratrol apresentaram diminui¢éo (32,00 (37,0); p=0,0001)
gquando comparado com 0s animais expostos ao diesel administrados com
resveratrol (164,00 (24,0)). Houve ainda diminuig&o nos animais expostos ao diesel
administrados com resveratrol (164,00 (24,0); p=0,0001) quando comparado com
0s animais expostos ao ar filtrado administrado com veiculo (267,50 (59,0)).

O numero total de macréfagos no lavado broncoalveolar (10° células/mL)
mostrou-se aumentado nos animais expostos ao diesel e administrados com veiculo
(1,15 (0,36); p=0,0001) comparado aos animais expostos ao ar filtrado
administrados com veiculo (0,40 (0,18)). Os animais expostos ao diesel
administrados com resveratrol mostraram aumento no numero de macroéfagos (1,45
(0,31); p=0,0001) quando comparados aos animais expostos ao ar filtrado
administrados com resveratrol (0,40 (0,31)). Além disso, 0s animais expostos ao
diesel administrados com o resveratrol mostraram diminuicdo no namero de
macrofagos (1,45 (0,31); p=0,0001) em relacdo aos animais expostos ao diesel

administrados com veiculo (1,57 (0,36)).
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O numero de neutrdéfilos no lavado broncoalveolar (102 células/mL) mostrou-
se aumentado nos animais expostos ao diesel e administrados com veiculo (16,00
(16,00); p=0,040) em relacao aos animais expostos ao ar filtrado administrados com
veiculo (1,00 (2,5)).

O numero de neutréfilos no lavado broncoalveolar (102 células/mL)
apresentou-se aumentado nos animais expostos ao diesel administrados com
veiculo (88,00 + 26,0; p=0,0001) quando comparados com 0s animais que
receberam ar filtrado e administrados com veiculo (8,44 + 8,88). Os animais
expostos ao diesel administrados com resveratrol mostraram aumento (50,57 *
22,17; p=0,0001) quando comparados com 0S animais expostos ao ar filtrado e
administrado com o resveratrol (81,42 + 16,74). Houve ainda, diminuicdo no numero
de linfécitos nos animais expostos ao diesel administrados com resveratrol (50,57 +
22,17; p=0,0004) em relagcdo aos animais expostos ao diesel administrados com
veiculo (81,42 + 16,74).

No parénquima pulmonar observamos aumento no influxo de macrofagos
tipo 2 (proporcéo de MAC?2 por area de tecido pulmonar 102 células/mL) nos animais
expostos ao diesel e administrados com veiculo (1,15 (0,36); p=0,001) quando
comparados com 0s animais expostos ao ar filtrado administrado com veiculo (0,40
(0,18)). Os animais quando exposto ao diesel e administrados com resveratrol
mostraram aumento na densidade de macrofagos (1,45 (0,31); p=0,0001)
comparado aos animais expostos ao ar filtrado administrados com resveratrol (0,40

(0,31)).
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Gréfico 3: Representacédo gréafica: (A) Peso dos animais; (B) Numero de células
totais no lavado broncoalveolar; (C) Numero total de macréfagos no lavado
broncoalveolar; (D) Numero total de neutréfilos no lavado broncoalveolar; (E)
Numero total de linfécitos no lavado broncoalveolar; (F) Propor¢cdo de macréfagos
(MAC?2) por unidade de area de tecido pulmonar.
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5.4 Andlises da quantificacdo das citocinas no soro e LBA

N&o encontramos alteragcbes significativas nas concentragbes de IL-18
(pg/ml) no soro; IL-2 (pg/ml) no soro e LBA; IL-5 (pg/ml) no soro e LBA; IL-6 (pg/ml)
no LBA, IL-17 (pg/ml) no soro e LBA; TNF-a (pg/ml) no soro e LBA; IFNy (pg/ml) no
soro e LBA e KC (pg/ml) no soro. Os valores de média, mediana, desvio padréo ou
intervalo interquartil sdo apresentados na tabela 5, anexo B.

Os niveis de IL-1B8 (pg/ml) no lavado broncoalveolar mostraram-se
aumentados nos animais expostos ao diesel administrado com veiculo (3,98 (3,5);

p=0,0001) quando comparado com 0s animais expostos ao ar filtrado e
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administrado com veiculo (< do limite de deteccdo). Observamos também
diminuicdo nos animais expostos ao diesel e administrados com resveratrol (1,90
(0,01); p=0,001) quando comparado com 0S animais expostos ao diesel e
administrado com veiculo (3,98 (3,5).

Os niveis séricos de IL-6 (pg/ml) mostraram-se aumentados nos animais
expostos ao diesel e administrado com veiculo (3,51 (2,0); p=0,004) em relagéo aos
animais expostos ao ar filtrado e administrados com veiculo (1,40 (0,01)).

Os niveis séricos de IL-10 (pg/ml) mostraram-se aumentados nos animais
expostos ao diesel e administrados com resveratrol (11,83 (5,2); p=0,028) quando
comparados com 0s animais expostos ao ar filtrado e administrado com veiculo (<
do limite de deteccdo). Além disso, os niveis de IL-10 (pg/ml) no lavado
broncoalveolar mostraram-se aumentados nos animais expostos ao diesel e
administrados com veiculo (13,04 (19,2); p=0,057) em relagdo aos animais expostos
ao ar filtrado e administrado com veiculo (< do limite de deteccao).

Os niveis de KC no lavado broncoalveolar mostraram-se aumentados nos
animais expostos ao diesel e administrados com resveratrol (5,47 (11,9); p=0,032)
gquando comparado com o0s animais expostos ao ar filtrado e administrado com

veiculos (0,10 (0,5)).

Gréafico 4: Representacdo gréafica: (A) IL-18 no soro; (B) IL-18 no lavado
broncoalveolar; (C) IL-2 no soro; (D) IL-2 no lavado broncoalveolar; (E) IL-5 no soro
e (F) IL-5 no lavado broncoalveolar.
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Grafico 03: Representacdo grafica: (G) IL-6 no soro; (H) IL-6 no lavado
broncoalveolar; (1) IL-10 no soro; (J) IL-10 no lavado broncoalveolar; (K) IL-17 no

soro e (L) IL-17 no lavado broncoalveolar.
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Gréafico 5. Representacao grafica: (M) TNF-a no soro; (N) TNF-a no lavado

broncoalveolar; (O) IFNy no soro; (P) IFNy no lavado broncoalveolar; (Q) KC no soro

e (R) KC no lavado broncoalveolar.
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5.5 Andlises das atividades enzimaticas antioxidantes

As atividades enzimaticas da glutationa S-transferase - GST (U/ug de proteina)

e da superdxido dismutase cobre-zinco - Cu/Zn SOD (U/ug de proteina) nao

apresentaram alteracfes significativas entre os grupos. Os valores de média,

mediana, desvio padréo ou intervalo interquartil sdo apresentados na tabela 5,

anexo B.

A atividade da glutationa peroxidase — GPx (U/ug de proteina) mostrou-se

aumentada nos animais expostos ao diesel e administrados com veiculo (1,49 +

0,19; p=0,00001) quando comparado com 0s animais expostos ao ar filtrado e

administrado com veiculo (0,93 = 0,14). Além disso, 0os animais expostos ao diesel
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e administrado com resveratrol mostraram aumento (1,41 + 0,20; p=0,0001) quando
comparados aos animais expostos ao ar filtrado administrados com resveratrol (0,99
+0,17).

A atividade da glutationa redutase - GR (U/ug de proteina) mostrou-se
aumentada nos animais expostos ao ar filtrado e administrado com resveratrol (0,70
(0,13); p=0,002) em relagéo aos animais expostos ao ar filtrado administrados com
veiculo (0,48 (0,09)). Houve ainda, aumento na atividade de GR nos animais
expostos ao diesel administrados com resveratrol (0,78 (0,16); p=0,043) em relagéo

aos animais expostos ao ar filtrado administrado com resveratrol (0,70 (0,13)).

Gréfico 6: Representacdo grafica: (A) Atividade enzimatica de GPX; (B) Atividade
enzimatica de GR; (C) Atividade enzimatica GST e (D) Atividade enzimatica Cu/Zn
SOD no tecido pulmonar.
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5.6 Andalises morfoldgicas e remodelamento pulmonar

O volume pulmonar (mm?3) e proporcéo de densidade das fibras elasticas por
area de tecido no parénquima pulmonar (%) ndo apresentaram alteracdes
significativas. Os valores de média, mediana, desvio padrao ou intervalo interquartil
sao apresentados na tabela 5, anexo B.

A propor¢cdo de densidade de colageno por area de tecido no parénquima
pulmonar (%) mostrou-se aumentada nos animais expostos ao diesel e
administrado com veiculo (1,29 + 0,40; p=0,0001) em relac&o aos animais expostos
ao ar filtrado e administrados com veiculo (0,35 + 0,09). Houve ainda, aumento na
densidade de colageno no parénquima pulmonar nos animais expostos ao diesel e
administrado com resveratrol (1,42 £ 0,50; p=0,0001) quando comparados com 0s

animais expostos ao ar filtrado e administrados com resveratrol (0,31 + 0,18).

Gréfico 7: Representacado gréafica: (A) Volume total pulmonar; (B) Proporcao de
coldgeno no parénquima pulmonar e (C) Proporcdo de fibras elasticas no

parénquima pulmonar.

A B

Volume total pulmonar Proporgao de no paré

800 25 A $=0.0001
. i A
o A oo AAa s $=0.0001

600 A °

]
[
o
>

parénguima ( %)

Proporgio de colig

E 200

Volume total pulmonar (mm )
a
-3
S
(o}
o
>

Proporgéao de fibras i no par i P

15

Proporgéo de fibras elasticas no
parénquima (%)
] 9}
f
*»



73

5.7 Histopatoldgico
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Figura 7: Fotomicrografias representativas do parénquima pulmonar (Imunohistoquimica MAC2 e
H&E). MAC2: A: grupo ar filtrado e veiculo (10x); B: grupo ar filtrado e resveratrol (10x); C: grupo
diesel e veiculo (10x) e D: grupo diesel e resveratrol (10x). H&E: E: grupo ar filtrado e veiculo (10x);
F: grupo ar filtrado e resveratrol (10x); G: grupo diesel e veiculo (10x) e H: grupo diesel e resveratrol

(10x).
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Os animais idosos que receberam ar filtrado e veiculo ou resveratrol nao
apresentaram alteracfes pronunciadas na densidade de macrofagos alveolares
(Fig1A e B). No entanto, quando expostos ao DE mostraram aumento no influxo de
MAC2 (Fig. 1C). A administracdo do resveratrol diminui a densidade de macrofagos
no parénquima desses animais (FiglD). Conforme mostrado na (FiglE e F) os
animais idosos apresentaram discreto espessamento do septo, alargamento do
espaco alveolar do septo e discreto influxo de macréfagos, caracteristicas
explanadas anteriormente nesse modelo de envelhecimento pulmonar (Ribeiro et
al., 2019). As exposi¢cdes DE cursam com aumento na densidade de MAC2 e
espessamento e alargamento septal (FiglG). O resveratrol atenuou as areas
irregulares de inflamacéo em todo o parénquima pulmonar dos animais expostos ao

DE (Fig1H).

5.8 Andlises da expressdao proteica das sirtuinas no parénquima pulmonar

A expressao proteica de Sirtl mostrou-se aumentada nos animais expostos
ao ar filtrado e administrados com o resveratrol (14,23 + 2,59; p=0,005) quando
comparado com 0s animais expostos ao ar filtrado com veiculo (10,00 = 2,93).
Houve diminuicao proteica de Sirtl nos animais expostos ao diesel e administrados
com veiculo (4,85 + 1,74; p=0,001) em relacdo aos animais expostos ao ar filtrado
que receberam veiculo (10,00 + 2,93). Observamos também, diminuicdo nos niveis
proteicos de Sirtl nos animais expostos ao diesel administrados com resveratrol
(4,62 £ 2,11; p=00001) quando comparado ao grupo ar filtrado administrados com

resveratrol (14,23 + 2,59).
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Em contrapartida, a expressao proteica de Sirt2 mostrou-se diminuida nos
animais expostos ao ar filtrado e administrado com resveratrol (8,55 = 4,21;
p=0,009) em relacdo aos animais que receberam ar filtrado e administrados com
veiculo (14,55 + 5,52). Os animais expostos ao diesel e administrados com veiculo
evidenciaram diminuicdo (0,52 + 0,30; p=0,001) quando comparados com 0s
animais que receberam ar filtrado e administrados com veiculo (14,55 + 5,52).
Houve ainda, diminuicdo dos niveis proteicos de Sirt2 nos animais expostos ao
diesel administrados com resveratrol (1,07 + 0,62; p=0.002) em relagdo aos animais
que receberam ar filtrado e administrados com resveratrol (8,55 + 4,21).

A expressdo proteica de Sirt6 mostrou-se diminuida nos animais expostos
ao diesel e administrado com veiculo (7,68 + 3,47; p=0,0001) quando comparados
ao grupo exposto ao ar filtrado administrados com veiculo (23,35 + 4,16). Além
disso, 0os animais expostos ao diesel e administrados com resveratrol mostraram
diminuicao (9,06 + 6,96; p=0,0001) em relagéo aos animais expostos ao ar filtrado

administrados com resveratrol (24,43 + 5,70).
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Gréfico 8: Representacdao grafica: (A) Expressao proteica de Sirtl no parénquima

pulmonar; (B) Expressao proteica de Sirt2 no parénquima pulmonar e (C) Expresséo
proteica de Sirt6 no parénquima pulmonar.
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Figura 8: Fotomicrografias representativas do parénquima pulmonar, imunohistoquimica (Sirtl: A-
D; Sirt2 E-H e Sirt6 I-L. Fotos: A-E-I: grupo ar filtrado e veiculo (10x); fotos: B-F-J: grupo ar filtrado
e resveratrol (10x); fotos: C-G-K: grupo diesel e veiculo (10x) e fotos D-H-L: grupo diesel e

resveratrol (10x).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, abordamos os potenciais efeitos benéficos do resveratrol nos
parametros inflamatorios/antioxidantes e na expressao de sirtuinas nos pulmdes de
camundongos idosos (x 15 meses) expostos por 30 dias a DE. A administracdo de
resveratrol nos animais idosos, nao expostos, causou aumento na atividade
antioxidante pulmonar e na modulagao das sirtuinas, no entanto, ndo observamos
esses efeitos nos animais sob o estimulo da exposicdo do DE. Nesses animais, 0
resveratrol foi capaz de promover um efeito anti-inflamatério no LBA. No entanto, o
contetdo de colageno pulmonar néo foi afetado pela administracédo de resveratrol.
Segundo nosso conhecimento, nenhum estudo investigou os efeitos do resveratrol
no sistema respiratério de camundongos idosos, onde se acredita que as respostas
a estressores estejam em declinio (Sunil et al., 2009).

Nossos achados confirmam os efeitos antioxidantes e o aumento na
expressao nos niveis de Sirtl decorrentes da administracao de resveratrol (Price et
al., 2012; Liet al., 2016), também em animais idosos. Nosso estudo anterior (Ribeiro
etal., 2019) e outros (Sunil et al., 2009; Han et al., 2010) mostraram que nos animais
idosos as reservas antioxidantes e os niveis de expressao de Sirtl sao reduzidos
no tecido pulmonar quando comparamos com camundongos mais jovens.
Consequentemente, apresentam diferentes respostas ao DE, com alteracdes
estruturais pulmonares severas. Nossos dados atuais sugerem que, diante de
estimulos nocivos como o DE, o resveratrol ndo melhora suficientemente as
respostas antioxidantes nos animais mais velhos que ja apresentam reservas

diminuidas. Nesse sentido, Santos et al (2023) mostraram que em células
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mononucleares do sangue periférico humano, o resveratrol teve seus mecanismos
protetores antioxidantes e anti-inflamatorios diminuidos no envelhecimento.

Outros estudos abordando os efeitos do resveratrol no envelhecimento
pulmonar experimentaram animais mais jovens ou modelos de envelhecimento
prematuro. Navarro et al., (2017) avaliaram o envelhecimento pulmonar prematuro
em camundongos modelo Terc’~ com 2 meses de idade. A administracdo de
resveratrol retardou a deterioracdo da funcdo pulmonar, manteve a integridade
estrutural pulmonar e bloqueou dano ao DNA em células parenquimatosas. Além
disso, a expressao de Sirtl estabilizou a biogénese mitocondrial, modulando a
resposta apoptética e as vias de sobrevivéncia celular.

Yan et al, (2016) expuseram ratos machos de oito semanas de idade a
particulas ambientais artificiais (reproduzindo as particulas encontradas na
atmosfera de Pequim/China) e mostraram que a administracdo de resveratrol
impediu o declinio da funcdo pulmonar, reduziu o dano oxidativo, diminuiu
espessamento intersticial e o infiltrado de macréfagos e linfécitos no tecido
pulmonar. Ding et al., (2019) mostraram que o resveratrol foi capaz de diminuir os
niveis de IL-1B, IL-6, TNF-a no LBA, inibir o NLR 3, atenuar o processo fibrético no
tecido pulmonar e diminuir a atividade da caspase-1 em camundongos (6 semanas
de idade, expostos as concentracdes médias de material particulado PM2,5 (131,99
pug/m3) e PM10 (192,16 pg/m3), 6h/dia por 7 dias/semana, durante 5 meses. Em
nosso estudo, apenas efeitos anti-inflamatorios foram observados, por uma
diminuicdo na inflamacéo do LBA induzida pela DE.

No nosso modelo, ndo observamos efeitos do resveratrol sobre o contetdo de

colageno pulmonar. O aumento do contetudo de colageno nos animais expostos ao
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DE e também nos animais ndo expostos, ndo alteraram com a administracdo do
Resveratrol. Ao contrario dos nossos achados, Ding et al. (2019) mostraram
diminuicdo na formacgao de fibrose pulmonar induzida por DE em camundongos de
6 semanas de idade pela administracéo de resveratrol. Sabe-se que camundongos
idosos apresentam mais colageno nos pulmdes do que camundongos mais jovens
(Samuel et al., 2003; Ribeiro et al., 2019). Portanto, possivelmente os efeitos dessa
molécula sejam mais pronunciados no processo de formacédo de fibrose do que na
reversdo da deposicdo de coldgeno estabelecida (Ding et al. 2019). Nesse sentido,
Ritzenthaler et al., (2022) demonstraram que fibroblastos pulmonares de
camundongos de 24 meses de idade, que apresentam fenotipo proé-fibrotico,
também apresentam respostas alteradas na regulacdo do estado redox, o que
explicaria a falta de resposta ao resveratrol.

Estudos anteriores indicando os efeitos do resveratrol na ativacdo do
inflamassoma NLRP3 como mediador da fibrose pulmonar foram realizados apenas
em animais mais jovens (Zhang et al. 2015; Jiang et al., 2016). Seria interessante
verificar os efeitos do resveratrol em camundongos idosos que se apresentam com
hiper-ativacdo do Inflammasome NLRP3 induzida pela idade (Lara et al., 2020).

Os efeitos observados na diminuigdo da inflamag&o pulmonar podem ser
justificados pelo efeito direto do resveratrol como antioxidante. Devido aos seus
anéis fenolicos, o resveratrol atua como um eliminador de varios oxidantes, como
anion superoxido, peroxido de hidrogénio, hidroxila radical, oxigénio singleto, 6xido
de nitrogénio e peroxinitrito. Além disso, na presencga de metais no sistema, como
nas particulas de diesel, o resveratrol pode atuar como um quelante, abolindo a

oxidacao induzida por metais (Jia et al., 2008; Truong et al., 2018).
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Nossos dados mostraram resultados divergentes em relacdo aos niveis de
proteina sirtuina pulmonar ap6s a administracao de resveratrol. A administragéo de
RSV foi associada a aumento dos niveis de Sirtl, mas diminuicdo dos niveis de
Sirt2, sem alteracfes em Sirt 6. O papel de Sirt2 em doencgas pulmonares € menos
conhecido do que o de Sirtl. Estudos anteriores mostraram efeitos pro-inflamatérios
de Sirt2 em modelos de inflamacéo alérgica e sepse. (Lee et al., 2019; Zhao et al.,
2015). A maioria dos estudos indica que o resveratrol aumenta os niveis de Sirtl
(Rieder et al., 2012; Li et al., 2013; Li et al., 2016), mas também pode diminuir os
niveis de sirtuina por meio da inducdo da senescéncia celular (Eren et al., 2015)
dose dependente. Ainda ndo esta claro se a diminuicdo nos niveis de Sirt2
contribuiu especificamente para os efeitos anti-inflamatérios observados no liquido
LBA.

Algumas limitagbes deste estudo incluem a auséncia de um grupo de animais
mais jovens. No entanto, descrevemos os efeitos da exposicdo a DE em
camundongos idosos em um estudo anterior usando o0 mesmo modelo de
exposicdo, comparando com animais mais jovens, mostrando alteracdes
relacionadas ao envelhecimento e resposta de DE em animais, da mesma idade
dos usados neste modelo em comparagcdo com animais mais jovens (Ribeiro et al.,
2019). Teria sido interessante abordar os diferentes mecanismos pelos quais o

resveratrol induz altera¢des, como a senescéncia celular.
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7. CONCLUSAO

A partir deste estudo € possivel concluir que o resveratrol atenuou
parcialmente as respostas inflamatorias nos pulmdes dos camundongos idosos de
exaustdo de DE e ndo modulou a atividade antioxidante, a expressao das sirtuinas
ou coldgeno pulmonar ap6s o estimulo nocivo. Esses dados sugerem que a
suplementacdo de resveratrol, embora atue no retardo do processo de

envelhecimento pulmonar, tem efeitos limitados no pulmé&o senil.



8.ANEXOS

Anexo A : Aprovacdo da Comissédo de Etica no uso de animais

aiid Al Faculdade de Medicina da Universidads de $30 Paulo
MEDICINA Avenids Dr. Amado, 455

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos do Resveratrol no
pulmio de camundongos idosos expostos a exaustio do motor a diesel”,
registrada com o n° 093/17, sob a responszabilidade de Thais Mauad e Gabriel
Ribeiro Junior, apresentada pelo Departamento de Patologia - que envolve a
produgio, manutencio e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientfica (ou ensmo) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n0 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n0 6.0g9g, d2 15 de julho de 2009, € com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em reuniio de 05.07.17

Firalidade ( ) Ensino (x ) Pesquisa Gientifica
Vigénaa da autorizagio Inidoc 25-06-2017  Término: 25-05-2021

Espécie/linhagem/raga material coletado

N de animais Nio se aplica

Peso/Tdade Nio se aplica

Sexo Niio s= aplica

Origem Nio = aplica
A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatorio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 05 de Julho de 2017

—

Dr. Eduardo Pompeu
. . _Coordenador S
Comissao de Etica no Uso de Animais

Comizz80 de Etica no Uso de Animals da FMUSP
e-mai: cedim uzp.br
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Anexo B : Tabela 5 — Resultados néo significativos. Apresentado em média,

desvio padrdo, mediana e intervalo interquartil dos grupos: idoso ar filtrado veiculo

(AFVELI); idoso ar filtrado resveratrol (AFRSV); idoso exposto veiculo (DVEI) e idoso

exposto resveratrol (DRSV).

VARIAVEIS AFVEI AFRSV DVEI DRSV
Peso do animal 36,0 (2) 34,0 (3) 34,0 (2,2) 34,0 (3)
IL-1 B soro 2,08 + 0,53 2,08 +0,51 2,08 + 0,53 2,08 +0,51
IL-2 soro <LD <LD <LD <LD
IL-2 BAL 2,53 +6,59 2,53 £ 6,59 2,53 £ 6,59 2,53 £ 6,59
IL-5 soro 0,90 (0,0) 0,90 (0,0) 0,90 (2,2) 0,90 (2,2)
IL-5 BALF <LD <LD <LD <LD
IL-6 BALF 1,40 (0,0) 2,02 (2,2) 9,14 (17,8) 6,41(13,2)
IL-17 soro 0,95 (0,40) 0,95 (1,56) 0,95 (1,13) 2,83 (1,44)
IL-17 BALF 1,85+ 2,56 1,85+ 2,56 1,85+ 2,56 1,85 % 2,56
TNF soro 27,67 (17,7) 32,67 (35.69) 22,97 (21,38) 18,87 (22,20)
TNF-BALF 2,80 (0,0) 2,80 (4,0) 2,80 (4,0) 2,80 (0,0)
IFNy-soro <LD <LD <LD <LD
IFNy-BALF <LD <LD <LD <LD
Fibras elasticas
A ' 7,19 + 3,12 8,10+ 0,94 6,65+ 1,97 6,44 + 1,92
parénquima
KC-soro 11,21 + 6,86 4,74 + 4,62 9,82 + 9,36 14,27 + 7,30
GST 1,50+ 0,40 1,61+0,18 1,68 £ 0,34 1,46 £ 0,33
Cu/Zn SOD 0,82 (0,04) 0,83 (0,05) 0,91 (0,06) 0,83 (0,15)
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