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RESUMO

Junqueira JJM. Avaliacdo dos efeitos do tabagismo no metabolismo 6sseo em
modelo experimental de doenca pulmonar obstrutiva crénica [tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2020.

Introdugdo: O tabagismo € o principal fator de risco para o desenvolvimento
da doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), além de ser reconhecido por
sua acao deletéria sobre o metabolismo dsseo, promovendo reducdo da
densidade mineral Ossea, o estimulo a osteoclastogénese e a inibicdo da
osteoblastogénese. Entretanto, os mecanismos fisioldgicos envolvidos nestes
processos ainda nao estao totalmente esclarecidos. Objetivo: Avaliar o efeito
temporal da exposicdo a fumaga de cigarro sobre o remodelamento ésseo
durante o desenvolvimento da DPOC em modelo experimental. Materiais e
Métodos: Foram utilizados 66 camundongos C57BL/6 machos jovens adultos
(6-8 semanas). Os animais foram alocados em trés grupos: Controle (C), 30
animais expostos a ar filtrado durante 1 més (C1=10), 3 meses (C3=10) e 6
meses (C6=10); Fumo (F), 30 animais expostos a fumacga de cigarro durante 1
més (F1=10), 3 meses (F3=10) e 6 meses (F6=10); Fumo Provisério (FP), 6
animais expostos a fumaca de cigarro durante 3 meses, seguido de mais 3
meses expostos a ar filtrado até a eutanasia. Todos os animais foram
submetidos a avaliagdo da mecanica respiratoria (Raw, Gtis e Htis) e analise
do intercepto linear médio pulmonar (Lm) para caracterizagéo da presenca da
DPOC. Também foi feita extragao femoral e tibial bilateral para avaliagao da:
composicao celular e da matriz mineral éssea (histomorfometria); matriz fibrilar
ossea (imunofluorescéncia para colagenos tipo | e V); expressao de citocinas e
fatores de crescimento (ELISA pra BMP-2, RANKL e OPG) e avaliagdo da
expressao génica de COL71A1 (RT-gPCR). Resultados: A exposigcdo a fumacga
de cigarro gerou: redugado da resisténcia (Gtis) e elastancia (Htis) do tecido
pulmonar a partir do 3° més, progressiva ao longo do tempo, sem melhora no
grupo FP; destruicdo do parénquima pulmonar com aumento do Lm a partir do
1° més, sem efeito progressivo ao longo do tempo e sem melhora no grupo FP;
piora dos parametros estruturais dsseos pela histomorfometria com 6 meses de
seguimento; redugao de colageno tipo | e aumento de colageno tipo V a partir
do 1° més, com efeito progressivo ao longo do tempo quanto a redugdo de
colageno tipo | e ainda com redugéo de colageno tipo V no grupo FP; reducéo
da relagdo OPG/RANKL a partir do 3° més, sem efeito progressivo ao longo do
tempo e sem melhora no grupo FP; reducéo na expressao génica de COL1A1
a partir do 3° més, sem efeito progressivo ao longo do tempo, mas com uma
melhora evidenciada no grupo FP, porém sem retomada efetiva da composi¢ao
trabecular 6ssea de colageno tipo I. Conclusao: A exposicdo a fumacga de
cigarro gera uma piora progressiva de parametros arquiteturais 6sseos ao
longo do desenvolvimento da DPOC, sendo que alguns deles ocorrem antes
mesmo da piora dos parametros respiratorios. A pausa da exposi¢cao a fumaca
de cigarro gerou um aumento da expressao génica de COL71A1, porém sem
retomada da composigao trabecular 6ssea de colageno tipo I.

Descritores: Doencga pulmonar obstrutiva crénica; Remodelagao 6ssea; Matriz
Ossea; Colageno tipo I; Colageno tipo V; Tabagismo.



ABSTRACT

Junqueira JJM. Evaluation of the effects of smoking on bone metabolism in an
experimental model of chronic obstructive pulmonary disease [thesis]. Sao
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2020.

Introduction: Smoking is the main risk factor for the development of chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) and is recognized for its deleterious
action on bone metabolism, promoting reduction of bone mineral density,
stimulation of osteoclastogenesis and inhibition of osteoblastogenesis.
However, the physiological mechanisms involved in these processes are not yet
fully understood. Objective: To evaluate the temporal effect of cigarette smoke
exposure on bone remodeling during the development of COPD in an
experimental model. Materials and Methods: Sixty-six young adult C57BL / 6
mice (6-8 weeks) were required. The animals were allocated to three groups:
Control (C), 30 animals exposed to filtered air for 1 month (C1 = 10), 3 months
(C3 = 10) and 6 months (C6 = 10); Smoke (F), 30 animals exposed to cigarette
smoke for 1 month (F1 = 10), 3 months (F3 = 10) and 6 months (F6 = 10);
Provisional smoking (FP), 6 animals exposed to cigarette smoke for 3 months,
followed by another 3 months exposed to filtered air until euthanasia. All
animals underwent respiratory mechanics evaluation (Raw, Gtis and Htis) and
analysis of the pulmonary mean linear intercept (Lm) to characterize the
presence of COPD. Bilateral femoral and tibial extraction was also performed to
evaluate: cellular composition and bone mineral matrix (histomorphometry);
bone fibrillar matrix (immunofluorescence for type | and V collagen); expression
of cytokines and growth factors (ELISA for BMP-2, RANKL and OPG);
evaluation of COL71A1 (RT-qPCR) gene expression. Results: Exposure to
cigarette smoke led to a progressive reduction in lung tissue resistance (Gtis)
and elastance (Htis) from the 3rd month, with no improvement in the FP group;
destruction of the pulmonary parenchyma with Lm increase from the 1st month,
with no progressive effect over time and no improvement in the FP group;
worsening of bone structural parameters by histomorphometry with 6 months of
follow-up; reduction of type | collagen and increase of type V collagen from the
1st month, with a progressive effect over time regarding the reduction of type |
collagen and also with reduction of type V collagen in the FP group; reduced
OPG / RANKL ratio from the 3rd month, with no progressive effect over time
and no improvement in the FP group; reduction in COL7A1 gene expression
from the 3rd month, with no progressive effect, but with an improvement in the
FP group due to increased gene expression, without effective resumption of
trabecular bone composition of type | collagen. Conclusion: Exposure to
cigarette smoke generates a progressive worsening of bone architectural
parameters throughout the development of COPD, with some of them occurring
even before the worsening of respiratory parameters. Pausing exposure to
cigarette smoke caused an increase in COL71A1 gene expression, but without
resuming the trabecular bone composition of type | collagen.

Descriptors: Pulmonary disease, chronic obstructive; Bone remodeling; Bone
matrix; Collagen type I; Collagen type V; Smoking.
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1. INTRODUGAO

1.1 O habito do tabagismo na populagdo mundial e no Brasil

O cigarro € a unica droga legalmente liberada para consumo capaz de
provocar a morte de seus usuarios quando utilizada conforme a orientagao
daquele que a produz’. Desta forma, o tabagismo se mantém como lider global
na causa de mortes preveniveis, sendo responsavel pela morte de
aproximadamente 8 milhdes de pessoas/ano e por aproximadamente 1,4
trilhdes de délares/ano de prejuizo & economia mundial®®.

Em 2008, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) criou uma importante
politica de controle de tabagismo baseada na adocédo de algumas medidas
eficazes, baseadas em evidéncias, e que deveriam ser implementadas ao redor
do mundo®. Estas medidas, conhecidas com o nome em inglés “MPOWER”
incluem: M — Monitor, monitorizagdo da prevaléncia de tabagismo e de politicas
de prevencao; P — Protect, protecao de individuos com a criacdo de ambientes
livres de cigarro; O — Offer, oferecimento de apoio a populagdo em programas
de cessagao tabagismo; W — Warn, criacdo de rétulos de embalagens com
adverténcias relacionadas aos perigos de fumar; E — Enforce, aplicagado de
proibi¢des na publicidade, promogdes e patrocinios vinculados ao tabagismo; e
R — Raise, aumento de impostos sobre a venda de produtos associados ao
tabaco®. O Ultimo informe da OMS em 2019 sobre as tendéncias na prevaléncia

do uso de tabaco mostrou que a adogao destas politicas de controle do

tabagismo ja contam com a adesao de 136 paises que coseguiram colocar em
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pratica pelo menos uma destas medidas, sendo que em 116 paises ja se
obteve sucesso com visivel declinio de suas taxas associadas ao tabagismo?.

Entre 1980 e 2012, a prevaléncia anual do tabagismo diario apresentou
uma reducgao estimada de 25% entre homens e 42% entre mulheres. Porém,
devido ao significativo crescimento da populagdo mundial, houve um
crescimento consideravel do numero de tabagistas e de cigarros consumidos,
confirmando que o mercado mundial ligado ao tabaco se mantém forte®.
Enquanto no ano de 2000 aproximadamente V3 (33,3%) da populagéo global
com mais de 15 anos eram usuarios de alguma forma de tabaco, em 2015 esta
taxa caiu para aproximadamente 74 (24,9%) e a projecao para 2025, assumindo
esta manutengdo de declinico, é de aproximadamente ¥ (20,9%)?. No Brasil
em 2013 a prevaléncia da populagao tabagista era de aproximadamente 14,7%
e a perspectiva & que em 2025 este valor atinja taxas proximas a 12% .

A fumaga do cigarro é composta por aproximadamente 5.000
substancias quimicas com agao téxica e carcinogénica e apresenta duas fases:
volatil (gasosa) e particulada’. Os riscos associados ao tabagismo dependem
de fatores como: idade de inicio do uso, numero de cigarros fumados por dia,
caracteristicas do cigarro (tipo de filtro, taxa de nicotina e alcatrdo) e o
comportamento (grau de inalagdo)®. O alcatrdo é o maior responsavel pelo
efeito carcindégeno da fumaga. Ja a nicotina, principal componente do cigarro,
tem efeito viciante e agao inibitoéria sobre hemacias, macrofagos e fibroblastos,
além de aumentar a agregacdo plaquetaria®.

As principais causas de mortalidade associadas ao tabagismo sao as
neoplasias (principalmente de pulméo)m, as doencas cardiovasculares, como

infarto agudo do miocardio e acidente vascular encefalico'’ e a doenca
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pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)'. Alguns autores tém ainda descrito a
influéncia do tabagismo no comprometimento do metabolismo ésseo, seja em

sua densidade mineral, remodelamento ou consolidagdo de fraturas® ',

1.2 A Doencga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

A DPOC é um dos principais lideres mundiais em causas de mortalidade
e morbidade, com importantes impactos tanto sociais quanto econémicos.
Ocorre como resultado de uma interacdo complexa entre exposicdo cumulativa
a longo prazo a gases e particulas nocivas, combinada com uma série de
outros fatores ja bem conhecidos como genéticos, hiperresponsividade de vias
aéreas e desenvolvimento pulmonar deficiente na infancia'®. Dados nacionais
disponiveis mostram que a prevaléncia estimada de DPOC na populacao
brasileira acima de 40 anos € de aproximadamente 12%, sendo responsavel
pela quinta maior causa de internacdo hospitalar'® e estando entre as principais
causas de morte no pais (mais de 45 mil ébitos em 2017)"".

Considerada uma doenca prevenivel e tratavel, é caracterizada por uma
limitagdo persistente e frequentemente progressiva do fluxo aéreo associada a
uma resposta inflamatéria cronica exacerbada das vias aéreas e pulmbes
provocada por particulas e gases nocivos'®. Ainda hoje, cerca de 75% dos
casos de DPOC sao atribuidos ao tabagismo, sendo assim o principal fator de
risco para o desenvolvimento desta doenca™.

O processo inflamatoério crénico € caracterizado principalmente pela
presenca de macrofagos, neutréfilos e linfécitos. A migracéo e ativagcédo destas

células, no sitio pulmonar, acarreta o aumento da producdo de fatores
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quimiotaticos para mais células inflamatérias bem como de proteases e fatores
de crescimento envolvidos na destruicdio do parénquima pulmonar,
remodelamento tecidual e espessamento das paredes bronquicas'®°.

Além do processo inflamatorio, outros mecanismos estdo descritos na
fisiopatologia da DPOC, e entre estes estdo o aumento do estresse oxidativo e
a apotose. A inalagdo de gases toxicos promove o aumento da liberagdo de
espécies reativas de oxigénio tanto pelas células residentes do sitio pulmonar
como pelas células inflamatérias que migram para este local. Isto decorre
principalmente do aumento da demanda por fagocitose destas particulas
exdgenas que precisam ser removidas e eliminadas. No entanto, se este
processo nao ocorrer de forma adequada, em resposta aos estimulos
presentes, agentes oxidantes serdo liberados em maior concentragao
comparados aos anti-oxidantes. Este desequilibrio além de promover uma
piora da atividade celular, podera levar a morte celular, perpetuando assim o
processo inflamatorio?’.

As alteracbes estruturais promovidas por este processo inflamatorio
crbnico acarretam alteracbes funcionais dos pulmbdes, promovendo
manifestagdes clinicas como dispneia cronica e progressiva, tosse crdnica,
hipersecrecao bronquica, caracterizando a presenca de bronquite crénica e
destruicdo das paredes alveolares, principalmente distais, caracterizando
presenca de enfisema pulmonar'.

Sabe-se que a DPOC apresenta ainda diversas manifestacboes
extrapulmonares, dentre elas: reducdo da densidade mineral 6ssea, do indice
de massa corporea e da forca muscular. Estas manifestagdes estao

intimamente ligadas ao aumento da inflamagdo sistémica e do estresse
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oxidativo gerado pelo tabagismo, principal agente na fisiopatologia desta
doenca®??®, O uso cronico de corticoesterdides, comum em pacientes com
DPOC, apesar de muitas vezes ser descrito como fator causal de alguns
efeitos sistémicos extrapulmonares destes pacientes, ndo é capaz de explicar
todos os efeitos deletérios sobre o 0sso, sendo ainda pouco compreendidos os

mecanismos envolvidos neste processo?”.

1.3 Efeitos do tabagismo e DPOC no metabolismo 6sseo

Na década de 70, a associagdo entre tabagismo e fratura por
insuficiéncia dssea em mulheres pds-menopausa ja havia sido descrita®.
Estudos experimentais e in vitro mostraram ainda que o tabagismo tem o
potencial de agir no remodelamento ésseo induzindo a perda 4ssea®® e

reducdo da densidade mineral 6ssea®’?®

. Isto ocorre principalmente devido ao
estimulo da osteoclastogénese e inibigdo da osteoblastogénese?.

O tabagismo tem mostrado ainda efeitos deletérios sobre as fraturas
Osseas, promovendo retardo de sua consolidacdo ou até mesmo sua nao

consolidacdo®*'

. O processo de consolidagao 6ssea depende da ativacao
osteoblastica e da sintese de proteinas da matriz para restauracido da estrutura
Ossea, sendo este processo dependente da acido de citocinas e fatores de
crescimento especificos. A fumaga do cigarro, através do aumento da produgéo
de radicais livres e aumento da producdo de citocinas proé-inflamatérias,
interfere de modo importante neste processo®3*,

Em pacientes com diagndstico de DPOC tém sido identificadas redugao

da densidade mineral 6ssea (osteopenia/osteoporose) e uma maior prevaléncia
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de fraturas vertebrais?®. A fratura vertebral por insuficiéncia 6ssea em pacientes
com DPOC gera morbidade n&do apenas relacionada a fratura propriamente
dita, mas ao comprometimento da funcdo pulmonar devido a reducdo do
volume da cavidade toracica.

Estudos em modelo experimental para indugcdo de DPOC evidenciaram
que a exposig¢ao a fumacga de cigarro, a longo prazo, é capaz de prejudicar o
crescimento normal de vértebras lombares, além de deteriorar a qualidade
O0ssea por promover um processo desordenado de remodelamento de fibras
colagenas e do eixo bioldgico de cristais de apatita®.

Os efeitos deletérios do tabagismo no pré-operatério de cirurgias de
urgéncia ou eletivas ja sdo bem estabelecidos através de estudos de revisao
sistematica com metanalise®". O tabagismo pré-operatério esta associado ao
aumento de risco de complicagbes pulmonares, neurologicas, de ferida
operatodria, infecgdes gerais e necessidade de suporte em unidade de terapia
intensiva®’, além de um risco de morte nos primeiros 30 dias de pos-operatdrio
38% maior do que pacientes ndo fumantes®. Este efeito negativo se estende
também especificamente ao tecido 6Osseo, ja que pacientes fumantes
apresentam risco 2,2 vezes maior de atraso ou nao-consolidagao 6ssea apos
fraturas, osteotomias e artrodeses quando comparados a pacientes nao
fumantes®. Por outro lado, cessar o tabagismo antes de um procedimento
cirurgico, principalmente por um periodo de pelo menos 4 semanas, € capaz de
reduzir o risco de complicacdes pds-operatdrias em até 41%>°.

Para entendermos mais sobre os efeitos do tabagismo sobre o
metabolismo 6sseo, descrevemos a seguir um pouco sobre a estrutura e

funcionamento do tecido dsseo.
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1.4 Arquitetura e metabolismo 6sseo

O osso é um tecido conectivo organizado e especializado composto por
células e uma matriz extracelular calcificada. Existem dois grandes grupos de
células especializadas no tecido 6sseo que compde a chamada unidade
multicelular 6ssea e que estdo intimamente relacionadas ao remodelamento
0sseo: as células de linhagem osteoblastica (osteoblastos, ostedcitos e células
de revestimento ou lining-cells) e as células de reabsorcdo O&ssea
(osteoclastos).

As células de linhagem osteoblastica sdao formadas por: osteoblastos,
originados a partir de células mesenquimais na medula dssea e responsaveis
pela sintese e subsequente mineralizacdo da matriz 6ssea ou ostedide;
ostedcitos, células estreladas maduras, encontradas aprisionadas entre as
camadas da matriz 0ssea e que apresentam processos citoplasmaticos na
forma de pequenos canaliculos para comunicagcdo e transporte; células de

revestimento ou lining cells, sdo osteoblastos quiescentes, mas com

capacidade de serem ativados, que apresentam morfologia plana e alongada e
ocupam a superficie O0ssea. Ja as células de reabsorcdo da matriz 6ssea
calcificada sao compostas por osteoclastos, células gigantes multinucleadas
formadas a partir da fusao citoplasmatica de seus precursores mononucleares,
pertencentes a linhagem mieldide de células hematopoiéticas que também dao
origem aos macréfagos*’.

O remodelamento 6sseo € um processo continuo de renovacado 6ssea
que ocorre em todo o individuo através de uma atividade celular coordenada

entre formacao e reabsorcao 6ssea. Este processo permite que o 0sso tenha
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capacidade plastica de adaptacao frente ao estresse externo (tracédo e
compressdo) ao qual € submetido ao longo dos anos*®. A composicdo
bioquimica do osso possibilita que o esqueleto apresente caracteristicas
mecanicas e bioldgicas cruciais para manutencdo de suas trés principais
funcgdes: promover suporte mecanico a locomogao, proteger 6rgaos vitais e
manter a homeostase mineral®’.

E através da unidade multicelular 6ssea que ocorre este processo
dindmico de remodelamento composto por fases sequenciais e coordenadas

descritas a seguir: ativacao, reabsorcao, reversdo, formagao, terminacéo e

quiescéncia®? (Figura 1).

Saca N uiescéncia
Ativagao . Terminagao Q R
Reabsorgao Célula de
_ Formagao .
Reversdo *’;7“—-—'9" VeSHmento. .
éé]ulaﬁé .
revestimento 4 —
" Osteoclasto . Osteoblasto - 7

 Osteécito

Osso
~ formado

Célula
- _mononuclear

Figura 1. Esquema ilustrativo das fases do remodelamento ésseo associado a unidade 6ssea
multicelular. Adaptado de Encyclopaedia Britannica, Inc. 2013%.
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O primeiro estagio envolve a deteccdo de um sinal inicial para o
remodelamento gerado diretamente no tecido ésseo apds uma lesdo. O dano
tecidual gera apoptose de ostedcitos e cessagdo da inibicdo a
osteoclastogénese. Osteoblastos respondem aos sinais gerados pelos
ostedcitos e recrutam precursores de osteoclastos para o sitio de reabsorcéo,
com posterior diferenciagdo a osteoclastos maduros. Apds reabsorg¢ao, segue-
se a fase de reversdo com desaparecimento dos osteoclastos recrutados e
inicio do processo de formacdo. Osteoblastos maduros passam a depositar
matriz ostedide que sera em seguida mineralizada. Finalmente a superficie
Ossea retorna a um estado de quiescéncia, com osteoblastos se diferenciando
em células de revestimento até a préxima onda de remodelamento se iniciar*.

A matriz extracelular é responsavel por conferir propriedades estruturais
ao 0sso, bem como auxiliar em algumas funcdes regulatérias celulares. E
formada principalmente (60-70%) por uma porgao inorganica, responsavel pela
sua resisténcia a compressdo e por cristais minerais de calcio e fosfato
(hidroxiapatita: [Ca3(POa4)2]sCa(OH)2), além de ions como o sdédio, potassio,
magnésio e carbonato*'*°. A porgao organica (30-40%) inclui fibras colagenas,
proteoglicanos, proteinas da matriz (osteocalcina, osteonectina, osteopontina),
citocinas (IL-1, IL-6, RANKL, OPG) e fatores de crescimento (BMP’s, TGF-(3,

FGF, IGF, PDGF)*2.

1.4.1 Fibras colagenas

Os colagenos representam uma familia heterogénea de glicoproteinas

da matriz extracelular e estdo envolvidos na formagdo de redes de
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macromoleculares com funcdo ndo apenas de suporte, mas também atuando
na diferenciacédo, adesao, migragao e proliferagcao celular. Estruturalmente sua
molécula é composta por uma tripla hélice contendo trés cadeias polipeptideas,
denominadas cadeias alfa, que podem ser idénticas (homotriméricas) ou néo
(heterotriméricas), sendo estas ultimas mais frequentes*®.

Os 29 tipos de colagenos descritos sado diferenciados por sua
composicao estrutural, montagem e funcgéo e divididos em familias, sendo as
principais: colagenos formadores de fibrilas, colagenos da membrana basal,
colageno microfibrilar, fibrilas de ancoragem, colagenos formadores de redes
hexagonais, colagenos associados a fibrilagdo com hélices triplas
interrompidas, colagenos transmembrana e multiplexinas*’. No osso, a familia
dos colagenos formadores de fibrilas é a mais importante, tendo como
principais representantes os colagenos tipo | e V4,

O colageno tipo | compde 90% da massa organica éssea e é o principal
colageno em tecidos como tendbes, pele, ligamentos, cdérnea e tecidos
conectivos intersticiais. E responsavel pelas propriedades biomecanicas
Osseas de resisténcia a tensdo, compressao e torgao, principalmente apos
calcificacdo*’. Sua tripla hélice € composta por duas cadeias idénticas alfa-1 e
uma alfa-2 [a1(l); a2(1)], sintetizadas a partir dos genes COL1A1 e COL1A2*.

O colageno tipo V é outro importante componente da matriz éssea.
Descrito como colageno fibrilar regulador, estda normalmente presente em
tecidos que expressam colageno tipo I, uma vez que age como agente
regulatério de sua fibrilogénese, desencadeando seu processo de
confeccdo?®®. Sua tripla hélice composta de cadeias alfa pode se apresentar

em ao menos trés possiveis diferentes isoformas: heterotriméricas [a1(V):
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a2(V)] ou [a1(V) a2(V) a3(V)] e homotrimérica [a1(V)s], sendo a primeira a mais
frequente®.

Encontra-se incorporada e oculta entre as fibras de colageno tipo | por
copolimerizagdo, formando uma rede estavel de fibras heterotipicas
estabilizadas por ligagcdes intermoleculares*®. Apesar de presente em
pequenas quantidades (2 a 5%) o colageno tipo V apresenta caracteristicas
especificas na manutencédo de propriedades fisioldgicas dos tecidos, ja que é
capaz de controlar o diametro das fibras heterotipicas. Tecidos com mais
colageno tipo V tém fibrilas mais finas e flexiveis, ja que novos monémeros de
colageno tipo | sdo impedidos fisicamente de se ligarem, porém tecidos com
menos colageno tipo V tém fibrilas com diametro maior e menos flexiveis®’

(Figura 2).

Colageno V

Colageno |

Figura 2. Esquema ilustrativo para representagcéo da copolimerizagao das fibras heterotipicas
de colageno | e V. Adaptado de Levin et al. (2011)52.
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Altos niveis de colageno tipo V séo ainda expressos em tecidos doentes,
como os neoplasicos, ateroscleréticos, fibréticos e granulomatosos®. Uma vez
que o colageno tipo V tem caracteristicas regulatorias e seu metabolismo é
influenciado por citocinas que sao afetadas pelo cigarro, uma possivel relagao

entre os efeitos do tabagismo sobre o colageno tipo V pode ser sugerida.

1.4.2 Citocinas (RANKL e OPG)

Dentre as citocinas presentes no tecido ésseo, chamamos atencao para
o receptor ativador do ligante nuclear fator-kappa (RANKL ou CD254), membro
da super-familia dos fatores de necrose tumoral (TNF), produzido pelos
osteoblastos durante a fase de reabsorcdo do remodelamento 6sseo. Tem sido
descrito como um marcador inflamatério de reabsor¢ao 6ssea uma vez que
estimula a proliferacao, diferenciacao, ativacao e sobrevivéncia de osteoclastos

através da ligacdo RANK-RANKL®*** (Figura 3).
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Figura 3. Esquema ilustrativo da modulagdo osteoclastica via sistema RANKL/OPG.
Osteoblastos produzem RANKL e OPG, reguladores do remodelamento dsseo. RANKL induz a
proliferagao, diferenciagdo e ativagdo de osteoclastos maduros. OPG inibe a ligagdo RANKL-

RANK por bloqueio direto com RANKL. Adaptado de Castrogiovanni et al. (2016)54.

O RANKL, quando descoberto e isolado, foi ainda reconhecido com
outros trés nomes que tentam descrever um pouco sua funcdo: TRANCE
(citocina induzida por ativagao relacionada ao TNF); OPGL (osteoprotegerina
ligante) e ODF (fator de diferenciagdo de osteoclastos)®”.

Para que a ativagdo ocorra, RANKL se liga aos receptores RANK
expressos na superficie de células precursoras de osteoclastos (pré-
osteoclastos). Apo6s ativados, os osteoclastos aderem-se firmemente a
superficie 6ssea usando podossomos especializados ricos em actina que sao
capazes de formar extensdes circulares hermeticamente fechadas com a

matriz O6ssea subjacente. Dentro destas regides seladas, sdo ainda

responsaveis pela secrecdo de acidos, além de enzimas proteoliticas
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(catepsina K e metaloproteinases) capazes de destruir a matéria organica e
inorganica Ossea, formando depressdes conhecidas como lacunas de
reabsorgado (ou lacunas de Howship)*.

As osteoprotegerinas (OPG), também produzidas pelos osteoblastos,
sdo inibidores naturais da agdo do RANKL, ja que impedem que a ligagéo
RANKL-RANK ocorra, nao havendo assim diferenciacdo e acdo dos
osteoclastos®®. Desta forma, reducdes em seu nivel de expressao deixariam de
inibir a reabsorgéo 6ssea. A influéncia do tabagismo e da polui¢do na relagao

53,56

RANKL/OPG tem sido recentemente demonstradas®>°°, sendo esta relagdo um

dos principais determinantes da massa Ossea.

1.4.3 Fatores de crescimento (BMP)

As proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP) sao fatores de crescimento
pertencentes a super-familia dos fatores transformadores do crescimento
(TGF) que apresentam papéis importantes no desenvolvimento do tecido 6sseo
e cartilaginoso (esqueletogénese), além da homeostase o&ssea pds-natal
através da inducdo de precursores de osteoblastos e condrdcitos®’. Tem sido
associadas a embriogénese e morfogénese de varios 6rgaos e tecidos,
podendo regular o crescimento, diferenciagdo, quimiotaxia e apoptose de
varios tipos celulares incluindo células mesenquimais, epiteliais,
hematopoéticas e neuronais®®. Descrito inicialmente em 1965 por Urist,
atualmente existem mais de 20 diferentes tipos, sendo que BMP-2, BMP-4,
BMP-6, BMP-7 e BMP-9 apresentam o maior potencial de indugao

osteoblastica a partir de células mesenquimais progenitoras®°.
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As BMP-2 sao sintetizadas como um peptideo precursor, processado a
uma forma madura e secretado como um dimero. Estruturalmente podem ser
descritas como um polipeptideo glicosilado de 396 aminoacidos composto por
uma sequéncia sinal de 19 aminoacidos, uma pré-regido de 263 aminoacidos e
um segmento maduro de 114 aminoacidos®®. Seu mecanismo de ac&o inclue a
ligacdo a receptores de membrana serina-treonina quinase tipo | e Il na
superficie celular, resultando em uma complexa cascata de sinalizacao
intracelular via Smad ou MAPK (mitogen-activated protein kinase) com
transmissao direta ao nucleo celular e incorporagdo a complexos
transcricionais, tendo como desfecho final ativagao da expressao de genes alvo
especificos que envolvem diferenciacdo osteoblastica e formagdo dssea®
(Figura 4). O tabagismo em pacientes com DPOC é capaz de provocar uma
regulagcdo negativa da expressao génica de receptores tipo Il (BMPR2), porém

ainda pouco compreendida’®.
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Figura 4. Esquema ilustrativo da sinalizagdo d&ssea intracelular da BMP via Smad ou
MAPK/MKK culminando com a diferenciagdo e maturagdo de células de linhagem

osteoblastica. Adaptado de Wu et al. (2016)°".

Recombinantes humanos de BMP-2 e BMP-7 sao utilizados atualmente
na pratica clinica em varias intervencdes terapéuticas associadas a defeitos
0sseos, nao consolidacao de fraturas, artrodeses e osteoporose devido ao seu
potente estimulo a osteogénese®®. A expressdo de curto prazo de BMP-2 in
vivo ja € suficiente para a diferenciagdo osteocondral de células-tronco

mesenquimais®?.
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1.5 Modelo experimental de DPOC

Os modelos experimentais sdo ferramentas que o pesquisador dispdem
para o estudo de uma doenca especifica, uma vez que sao capazes de refletir
com alguma precisao sua fisiopatologia e permitir o melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento desta doenga®.

Apesar da utilizacdo em modelos experimentais de varias espécies
animais, como camundongos, céaes, coelhos, porcos, ovelhas e primatas, os
primeiros tém se destacado devido ao(a): baixo custo; amplo conhecimento
atual de seu genoma; possibilidade de uso de animais modificados
geneticamente e vasto mercado de venda de anticorpos especificos®.

Dentre os principais modelos experimentais de DPOC descritos
podemos citar o induzido por instilagcdo de proteases (elastase pancreatica
porcina) e o de exposi¢cao a fumaga de cigarro. Este ultimo € o modelo que
melhor mimetiza a etiologia desta doenga em humanos, uma vez que o
tabagismo ¢é a principal causa de seu desenvolvimento®.

Os protocolos de exposi¢cao variam entre os estudos quanto ao tipo de
exposicao (corpo todo ou somente o nariz); tipo de cigarros (referéncia ou
comercial); tempo/frequéncia de exposi¢cao; concentragao; reservatério para
exposi¢do e cepas animais utilizadas®.

A utilizacdo desta forma de exposicado acarreta inflamacéao crénica tanto
nos espacos peribroncovasclares quanto em porcdes distais do parénquima,
alteracbes estruturais das vias aéreas, destruicdo das paredes alveolares e

piora da fungdo pulmonar®®®’.
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A grande vantagem desse modelo decorre do fato dele ser capaz de
produzir, além de lesdes teciduais pulmonares caracteristicas do enfisema
humano®®, também alteragdes extrapulmonares, especificamente no sistema
musculo-esquelético, como: reducdo do peso corporal, reducdo da massa
muscular, reducdo da forca de preensao e reducdo da resisténcia aerdbica
(endurance)®*®.

Assim inferimos que por este mesmo modelo se consiga atingir também

efeitos sobre o remodelamento ésseo decorrentes desta patologia.

1.6 Justificativa

Embora estudos tenham demonstrado que o tabagismo, além de seus
efeitos pulmonares, tenha o potencial de agir de forma deletéria no
remodelamento do tecido 6sseo induzindo a perda Ossea, redugao da
densidade mineral Ossea, estimulo a osteoclastogénese e inibicdo da
osteoblastogénese, ainda estd pouco compreendido quais mecanismos
fisioloégicos poderiam explicar estas alteragdes.

A dificuldade na compreensdo deste processo decorre, entre outros
fatores, da complexidade das vias de ativagao e inibigcado celular mediadas por
citocinas e fatores de crescimento que atuam na fisiologia 6ssea e da
complexidade inerente a arquitetura 6ssea e seus constituintes.

Assim, um estudo temporal em modelo experimental de DPOC através
da exposicao a fumacga de cigarro que avalie a arquitetura 6ssea, constituicao
celular, matriz mineral e fibrilar e a andlise de citocinas e fatores de

crescimento envolvidos diretamente no metabolismo 6ésseo certamente
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contribuira para a obtencdo dessas respostas e para a busca de melhores
tratamentos de pacientes portadores de patologias Osseas associada ao

tabagismo e DPOC.

1.7 Hipotese

Em estudo prévio desenvolvido em nosso laboratério por Barbosa et al.
(2019)"°, demonstramos que camundongos expostos & fumaca de cigarro por
45 dias ja apresentaram comprometimento da mineralizagdo 6ssea; aumento
da acao osteoclastogénica e alteragdo da matriz fibrilar 6ssea (colageno | e V).
Ainda, ao tentar identificar mecanismos biolégicos que explicassem estas
alteracdes, evidenciou-se a reducao de fatores de crescimento como VEGF e
IGF-1 associados, respectivamente, a angiogénese e osteogénese; além de
aumento da IL-6, de acao pré-inflamatdéria e envolvida no estimulo a formacao
osteoclastica.

Uma vez que varios estudos clinicos demonstram os efeitos deletérios
do tabagismo n&o somente para os pulmdes, com o desenvolvimento da
DPOC, mas também sobre o metabolismo 0sseo, pretendemos avaliar os
efeitos desta exposicdo a fumaga de cigarro sobre o metabolismo ésseo
durante o desenvolvimento da DPOC em modelo experimental.

Questionamos ainda se este efeito da exposigcdo ao cigarro sobre o
metabolismo ésseo seria progressivo ao longo do desenvolvimento da doenga
e, para isso, propusemos um estudo temporal com 1, 3 e 6 meses de
exposicao para avaliacdo da arquitetura 6ssea, sua constituicdo celular, da

matriz mineral e fibrilar. Além disso, como forma de expandir a analise e
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interpretacao de citocinas e fatores de crescimento envolvidos diretamente ao
metabolismo 6sseo, optamos por avaliar RANKL, OPG e BMP-2 nestes

mesmos grupos temporais.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o efeito temporal da
exposicao a fumacga de cigarro sobre o remodelamento 6sseo através de um
modelo experimental de DPOC em camundongos.

Nossos objetivos especificos foram analisar a arquitetura trabecular
O0ssea, sua constituicdo celular, matriz mineral e fibrilar, além de possiveis
mecanismos biolégicos mediados por citocinas e fatores de crescimento
especificos ao metabolismo 6sseo.

Tivemos ainda como objetivo secundario avaliar, neste modelo
experimental, o efeito da cessagado da exposigao a fumaga de cigarro sobre o

tecido 6sseo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para este estudo experimental foram necessarios 66 (sessenta e seis)
camundongos C57BL/6 machos jovens adultos (6-8 semanas), com peso
médio de 26g, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (FMUSP). Todos animais receberam os cuidados
de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério’’ e com a
Lei Arouca (Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008).

Os animais foram acondicionados em baias especificas de polipropileno
para camundongos (aproximadamente 5 animais/baia) com as seguintes
medidas (30 x 20 x 13cm) no Biotério do Laboratério de Terapéutica
Experimental da FMUSP. Todos os animais tiveram acesso irrestrito a agua e
racéo (Nuvilab® CR-1 Irradiada, Quimtia S.A., Colombo/PR, Brasil), contendo
1,4% de calcio e 0,8% de fosforo. Foram ainda mantidos em ciclo claro-escuro
de 12 horas, com luz das 7h as 19h, em temperatura ambiente de 20+2°C,
sendo cuidados por um profissional treinado e capacitado. Um periodo de
adaptacao destes animais de ao menos 3 semanas foi ainda estabelecido.
Todas as atividades deste projeto foram realizadas nas dependéncias dos LIM-
20, LIM-17 e LIM-16 que possuem todos os recursos e infra-estrutura
necessarios para realizacdo deste protocolo. Este projeto foi aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da FMUSP, registrada com

o nimero 937/2017.



43

Nao houve necessidade da realizacao de um estudo piloto, uma vez que
o0 mesmo modelo utilizado neste trabalho ja havia sido testado previamente em

nosso laboratério™.

3.1.1 Descarte de animais

Os animais foram descartados segundo normas estabelecidas na
FMUSP pelo Grupo Técnico de Gerenciamento de Residuos.

A FMUSP gera residuos dos grupos A (infectantes), B (quimicos), C
(radioativos), D (comuns) e E (perfurocortantes) classificados pelas Legislagdes
da ANVISA e CONAMA.

As carcacas dos animais utilizados em ensino e pesquisa fazem parte
do grupo A e seu manejo desde a geracado até as disposigdes finais segue
algumas etapas. Apds sua segregacao, o residuo € acondicionado em sacos
proprios de material resistente e identificado com simbolo de substancia
infectante, sendo entéo transportado e mantido em camara fria no abrigo de
residuos. O veterinario responsavel emite entdo o laudo técnico de controle
sanitario liberando as carcacas para recolhimento, que ocorre trés vezes por

semana pela LIMPURB, para tratamento e disposicao final.

3.2 Grupos experimentais

Os animais foram alocados aleatoriamente em trés grupos: Controle
(C), composto por 30 animais mantidos no biotério recebendo ar filtrado

durante 1 més (C1=10), 3 meses (C3=10) e 6 meses (C6=10), até a eutanasia;
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Fumo (F), composto por 30 animais expostos a fumacga de cigarro durante 1
més (F1=10), 3 meses (F3=10) e 6 meses (F6=10), até a eutanasia; Fumo
Provisério (FP), composto por 6 animais expostos a fumaga de cigarro durante
3 meses, seguido de mais 3 meses mantidos no biotério recebendo ar filtrado
(FP=6). A Figura 5 mostra a linha do tempo até a eutanasia conforme os

grupos de exposicéao.

Figura 5. Linha do tempo até a eutanasia conforme os grupos de exposigao.

3.3 Exposigéo a fumaca de cigarro para indugdo de DPOC

A exposicao a fumaca de cigarro foi realizada de acordo com protocolo
previamente descrito por Toledo et al. (2012)"? que consiste na utilizacdo de
uma camara para inalagao de 28L contendo dois pontos de entrada para ar e
fumaca, um ponto de saida, além de um aerador para aumentar a mistura
ar/fumaca. O ar sintético, conectado a uma das entradas, tem fluxo de 2L/min.
O ar sintético conectado a segunda entrada passa antes por um sistema
Venturi acoplado a um cigarro aceso, promovendo a sucgao da fumacga para
dentro do reservatério (Figura 5). Os niveis de mondxido de carbono (CO)

mantidos no interior do reservatorio variam entre 250 e 350ppm e, para isto, o
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fluxo de fumacga direcionado ao reservatério pela segunda entrada € mantido
em 1,5L/min. Os animais foram expostos a 12+1 cigarros filtrados por dia
(composigdo segundo o fabricante: 0,8mg de nicotina, 10mg de alcatréo e
10mg de CO). Esta forma de exposicdo mantém concentracdo média de
carboxihemoglobina em 10+1,3% e a concentragao total de material particulado
por volta de 354,8150,3ug/m3.dia. As exposicoes foram realizadas em 2
periodos de 30 minutos por dia, 5 dias por semana, por um tempo total de 1, 3
e 6 meses a depender do grupo de exposicdo em que o animal foi alocado,
sendo F1 (1 més), F3 e FP (3 meses) e F6 (6 meses). Animais dos grupos
controle C1, C3 e C6 foram mantidos no biotério recebendo apenas ar filtrado,

respectivamente por 1, 3 e 6 meses.

Exaustor
/ Ventilador
CO: 250-350ppm
A
F f '
Fluxo:
2,0L/min
~ - Suprimento
‘ of de fumaga venturi N dSZP”S’T“i’,‘:,O
e Ar Sintético
e ™ / / Fluxo: /
| | | 1_ 1,5L/min
f 5]

Figura 6. Esquema ilustrativo da caixa de exposigdo a fumaca de cigarro.
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3.3.1 Perdas de animais

Durante o periodo de exposi¢cao a fumaca de cigarro, tivemos algumas
perdas de animais relacionadas ao tempo de exposicao ou a fatores intrinsecos
ao animal. As perdas ocorreram nos grupos C6 (3 animais), F1 (1 animal), F3

(2 animais) e FP (2 animais).

3.4 Avaliagdo pulmonar

3.4.1. Avaliagcdo da mecanica respiratoria

Para realizar a avaliagdo da mecanica pulmonar, os animais foram
anestesiados com Tiopental (50mg/kg) por via intraperitoneal e
traqueostomizados com instalacdo de um cateter vascular 20G conectado a um
respirador para pequenos animais (FlexiVent, SCIREQ, Canada).

Com objetivo de evitar esforgos respiratérios e interferéncia nas
analises, os animais receberam administragdo de pancurdnio (0,2mg/kg), um
bloqueador neuromuscular nao despolarizante, seguido de ventilagao
mecanica a um volume corrente de 10mL/kg e frequéncia respiratoria de 120
ciclos/minuto.

Para o calculo da impedancia do sistema (ZL), utilizamos o modelo de
fase constante descrito por Hantos et al. (1992)"%, no qual Raw e law equivalem
a resisténcia e intertdncia das vias aéreas (sem interferéncia dos tecidos

pulmonares); j € uma unidade imaginaria; w € a frequéncia angular; Gtis avalia
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a resisténcia tecidual pulmonar e Htis a elastancia do tecido pulmonar (energia
acumulada).
Desta forma, ZL = Raw+ . w . law + (Gtis - j . Htis) / w ¢, sendo

a=(2/1).arctg (Htis / Gtis).

Os valores de Htis e Gtis foram multiplicados pelo peso corporal de cada
animal para obtencdo dos valores normalizados. Esta normalizagao é descrita
em estudos prévios e é realizada devido a variabilidade do peso causada pela

exposicdo a fumaca de cigarro ao longo dos meses®® %™,

3.4.2 Avaliagéo histoloégica do parénquima pulmonar

Apods avaliacido da mecanica respiratoria, os animais foram eutanasiados
nos tempos correspondente ao grupo do qual cada um faz parte (1, 3 ou 6
meses). A eutanasia foi realizada por exsanguinagao através de secgao da veia
cava inferior.

Os pulmdes foram retirados e fixados em formaldeido a 10% através de
cateterizagdo traqueal e infusdo a pressdo constante (20cmH,0) por 24h”°. Os
pulmdes fixados foram posteriormente incluidos em parafina, submetidos a
cortes transversais de 4um de espessura e preparo histolégico com coloragéo
de hematoxilina e eosina (H&E).

A quantificacdo microscoépica do enfisema pulmonar foi feita por meio da
avaliagao do intercepto linear médio (Lm), indice que avalia o didametro médio

dos espacos aéreos distais’®.
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A analise morfométrica convencional foi realizada em microscoépio 6ptico
comum (Olympus U-DO, Olympus Co., Japan), utilizando o principio de
contagem de pontos em estruturas teciduais descrito por Hsia et al. (2010)"".
Através de um reticulo com 100 pontos e 50 segmentos de retas, em aumento
de 200x e analise de 15 campos aleatodrios, foi realizada a quantificagao do
numero de vezes que as retas do reticulo cruzam (interceptam) as paredes dos
alvéolos (Figura 6). Os brénquios e as estruturas vasculares foram eliminadas

da analise.
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Figura 7. Reticulo contendo 100 pontos e 50 segmentos de retas utilizado para avaliagdo do
intercepto linear médio (Lm) em microscopio 6ptico comum. Aumento de 200x.

O indice Lm (um) foi calculado pela relagdo do somatério de todos os
seguimentos de reta do reticulo (Liotas = 2500um) pela média do numero de
vezes que as retas do reticulo interceptam as paredes dos alvéolos (Nm) nas

regides mais periféricas do parénquima e ao redor das vias aéreas.

Desta forma, Lm = Lita; / Nm, ou seja, Lm = 2500um / Nm.
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Apds eutanasia nos tempos determinados (1, 3 ou 6 meses) e extragao
pulmonar, os animais foram submetidos a um procedimento de extragao dos

ossos femoral e tibial bilateral (Figura 7), seguido de quatro avaliagdes

conforme descrigao abaixo:

Avaliacao celular e da matriz mineral éssea;
Avaliacdo da matriz fibrilar 6ssea;
Avaliagcado da expressao de citocinas e fatores de crescimento;

Avaliagcao da expressao génica de COL1A1.
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Figura 8. Tecidos extraidos (fémur bilateral, tibia bilateral e pulmdes).
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3.5 Avaliagéo celular e da matriz mineral 6ssea:

As tibias direitas de cada animal foram submetidas a extragao cirurgica
e limpeza dos tecidos adjacente, seguidas de imersdao em alcool 70% e
preparadas em um meio de incorporacido de metilmetacrilato para osso nao
descalcificado, conforme técnica previamente descrita’®. Através de uma
PolycutS equipada com uma lamina de tungsténio (Leica, Heidelberg,
Germany) foram obtidos 12 cortes histolégicos de 5um de espessura
distribuidos em 6 laminas com dois cortes cada e coradas com azul de toluidina
0,1%, pH 6,4 e laminulas com suporte médio Entellan H (Merck, Darmstadt,
Germany).

Parametros estaticos, estruturais e dindmicos da formacido oéssea e
reabsorcao foram aferidos em 8 a 10 campos dentro da metafise proximal tibial
utilizando um método padronizado de analise de imagem em que as estruturas
de interesse foram marcadas manualmente (Figura 9) utilizando um
microscopio (Nikon, Labophot-2A, Japan), cursor e placa digitalizadora. O
calculo final dos parametros foi realizado através de um software especifico

para histomorfometria - OsteoMeasure (OsteoMetrics, Inc., Atlanta, GA, USA).
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Figura 9. A. Fotomicrografia corada por H&E da regido metafisaria tibial (esponjosa
secundaria) de camundongo destacada em vermelho onde se realizou a avaliagédo
histomorfométrica das trabéculas 6sseas (setas azuis). B. Imagem ja digitalizada da regiao
metafisaria tibial em vermelho onde s&o evidenciadas as trabéculas ésseas em azul.

Todas as medidas dos parametros histomorfométricos foram realizadas
na regido Ossea metafisaria, abaixo do ponto mais inferior da placa de
crescimento (abaixo da esponjosa primaria) e interno a cortical lateral,
excluindo o osso cortical”®. Esta area selecionada é composta por 0sso
esponjoso rico em trabéculas (esponjosa secundaria). Todos os parametros
foram aferidos de acordo com o preconizado pela American Society of Bone
Mineral Research Histomorphometry Nomenclature Committee™.

Os parametros histomorfométricos sao geralmente divididos em
estruturais e de remodelamento, sendo o ultimo subdividido em reabortivos e
formativos. Parametros estruturais incluem a relagcdo do volume d&sseo
trabecular com o volume ésseo total (BV/TV), a espessura trabecular (Tb.Th), o
numero trabecular (Tb.N) e a separagéo trabecular (Tb.Sp). Parametros de
remodelamento que incluem os reabsortivos como a area da superficie
erodida (ES/BS) e a superficie osteoclastica (Oc.S/BS); e os formativos como

a espessura do ostedide (O.Th), a area da superficie ostedide (OS/BS), a

superficie osteoblastica (Ob.S/BS) (Tabela 1). Todas as anadlises foram
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realizadas com cegamento do avaliador. Os indices foram todos reportados
utilizando a nomenclatura recomendada pela American Society for Bone and

Mineral Research’®.

Tabela 1. Pardmetros histomorfométricos avaliados.

Parametro Histomorfométrico Abreviagao Unidade
Estruturais:

-Relacdo do volume 6sseo trabecular com o volume 6sseo total BvV/TV %
-Espessura trabecular Tb.Th um
-Nuamero trabecular Tb.N mm’’
-Separacgao trabecular Th.Sp um
Remodelamento Reabsortivos:

-Area de superficie erodida ES/BS %
-Superficie osteoclastica Oc.S/BS %
Remodelamento Formativos:

-Espessura do ostedide O.Th um
-Area da superficie ostedide OS/BS %
-Superficie osteoblastica 0b.S/BS %

3.6 Avaliacao da matriz fibrilar 6ssea

3.6.1 Preparo histolégico 6sseo

As tibias esquerdas de cada animal foram submetidas a extracao
cirurgica e limpeza dos tecidos adjacente. Posteriormente os tecidos coletados
foram fixados em formol 10% tamponado por 24 horas, descalcificados com
solugdo de acido nitrico 7% por 3 dias, lavados em agua corrente por 20
minutos, banhados em agua destilada e finalmente imersos em formol 10%
tamponado. Apds esse periodo, as amostras de osso foram imersas em alcool
70% por dois dias e incluidos em parafina. Foram realizados cortes com 4um
de espessura, com espacgo de 50 um entre eles, para utilizacao nas técnicas de

coloracéo histologica e de imunofluorescéncia.
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3.6.2. Imunofluorescéncia para colageno tipo | e V

Para realizar a imunomarcagao de colagenos tipo | e V cortes tibiais
foram preparados em l|aminas silanizadas, previamente tratadas com 3-
aminopropiltriethoxy Silano (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). A
desparafinizagdo foi realizada com xilol aquecido (60°C) por 30 minutos,
seguido de dois banhos de 10 minutos em xilol em temperatura ambiente. A
rehidratacédo foi realizada através de lavagens em etanol em concentragdes
decrescentes (100%-70%), seguido de lavagem em &gua corrente por 10
minutos, um banho em agua destilada e 15 minutos em PBS (pH=7,4).

Para a exposi¢ao e recuperagao dos sitios antigénicos os cortes foram
submetidos a digestdo com tampéo citrato, pH=6,0 (Diagnostic BioSystems,
CA, USA) por 10 minutos, a 95°C. Ao término desta incubacao os cortes foram
submetidos a um ciclo de lavagens com agua corrente e um ciclo de agua
destilada e posteriormente lavado com PBS por trés vezes de 10 minutos.

Para a imunodeteccao de colageno tipo | e V, os sitios inespecificos
foram bloqueados com 5% de albumina de soro bovino (BSA) em PBS durante
30 minutos, em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram
incubadas durante a noite a 4°C com anticorpos policlonais de coelho anti-
colageno do tipo | (1:50, Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, PA, USA) e
anti-colageno do tipo V (1:30, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
diluidos em solucdo de PBS. As amostras foram lavadas em PBS com Tweenyg
0,05% e incubadas durante 60 minutos a temperatura ambiente com anticorpos
de cabra anti-lgG de coelho ALEXA 488 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USP), diluidos 1:200 em Azul de Evans. Por fim, as laminas
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foram novamente lavadas, por cinco vezes, com PBS e Tweeny 0,05% e
montadas com solugao de glicerina tamponada®.

As laminas imunomarcadas foram visualizados em microscépio de
imunofluorescéncia Olympus BX-51 (Olympus BX51, Olympus Co., Tokyo,
Japan). Técnica de histomorfometria foi utilizada para quantificar a presenca de
fibras imunomarcadas com colageno tipo | e V em trabéculas 6sseas na regiao
metafisaria proximal tibial, por meio de analise de imagem digitalizada em
aumento de 400x.

O sistema de digitalizagao e avaliagao de imagem é constituido por uma
camera fotografica (Olympus Co., St. Laurent, Quebec, Canada), acoplada ao
microscopio de imunofluorescéncia, que captura as imagens e as envia para o
monitor por um sistema de digitalizagao (Oculus TCX, Coreco, Inc, St. Laurent,
Quebec, Canada). As imagens sao entdo processadas por um software
especifico (Image - Pro Plus 6.0.) que permite analisar as fibras
imunomarcadas em tonalidade verde, sendo o resultado apresentado como
porcentagem em relagédo a area total das trabéculas. O resultado final de cada
ldmina foi descrito como média de todas as trabéculas dsseas avaliadas

(Figura 10 e 11).
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Figura 10. Imagem representativa dos passos para anadlise da imunofluorescéncia para
colageno tipo | na trabécula éssea, utilizando o software Image Pro Plus 6.0. A direita,
trabécula 6ssea delimitada (linha verde) e colorida (vermelho) nas areas em que ha presenca
de colageno tipo I.
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Figura 11. Imagem representativa dos passos para andlise da imunofluorescéncia para
colageno tipo V na trabécula 6ssea, utilizando o software Image Pro Plus 6.0. A direita,
trabécula 6ssea delimitada (linha verde) e colorida (vermelho) nas areas em que ha presenca
de colageno tipo V.
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3.7 Avaliagéo da expressao de citocinas e fatores de crescimento

Os ossos femorais esquerdos de cada animal, previamente submetidos
a extragado cirurgica e limpeza dos tecidos adjacente, foram estocados a -80°C.
Apoés finalizagdo das exposicbes em todos os grupos, o tecidos foram
homogeneizados e as avaliagdes das expressdes de RANKL, OPG e BMP-2
foram realizadas por método de ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA —

Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). O homogenato ésseo foi obtido

através de um dispositivo manual especifico conforme mostrado na figura 12.

Figura 12. Dispositivo composto por um reservatério metalico inferior maior (asterisco) onde é
colocado gelo seco, acoplado a um reservatoério metalico superior menor (seta branca) onde é
obtido o homogenato 6sseo femoral através de disparos manuais com uma pistola especifica
(seta preta).
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As analises foram realizadas de acordo com as especificacbes de cada

fabricante:

RANKL (Mouse TRANCE/RANK L/TNFSF11 Quantikine ELISA Kit —
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA);

OPG (Mouse Osteoprotegerin/TNFRSF11B Quantikine ELISA Kit — R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA);

BMP-2 (Mouse BMP-2 ELISA Kit (Colorimetric) — NovusBiologicals,

Centennial, CO, USA).

Para a analise das amostras pelo método ELISA foram utilizadas
microplacas previamente revestidas com anticorpos de captura. As amostras
foram entado adicionadas aos pocos de analise para que a proteina estudada se
ligue ao anticorpo de captura. Um anticorpo secundario de detecgdo marcado
com biotina foi adicionado a solugdo para que também se ligue a proteina
estudada. Um polimero de estreptavidina foi utilizado para marcar os
anticorpos secundarios de deteccido. Posteriormente, uma solugdo contendo
substrato de tetrametilbenzidina foi adicionada a solugéo gerando o surgimento
de uma coloragcdo azulada com tonalidade proporcional a quantidade da
proteina estudada. A reacao foi interrompida gerando uma modificacdo da
coloragdo da solucdo para amarela e entdo submetida a analise de

absorbancia de cor (Figura 13).
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Figura 13. Método ELISA para avaliagao das expressdes de RANKL, OPG e BMP-2.

3.8 Avaliagéo da expressao génica de COL1A1

3.8.1 Extragcdo do RNA

Para a avaliagdo da expressao génica de COL7A1 os tecidos 6sseos
femorais direitos, previamente submetidos a extragdo cirurgica e limpeza dos
tecidos adjacente, foram estocados a -80°C. Apds finalizagdo das exposigdes
em todos os grupos, os tecidos foram homogeneizados para isolamento do
RNA total de acordo com o protocolo padrdo de isolamento de RNATrizol®
(Invitrogen Co, Carlsbad, CA, USA). O homogenato ésseo foi obtido através de
dispositivo metalico manual previamente descrito (Figura 12).

Para a separacdo do RNA, as amostras do tecido imerso no RNATrizol®
foram incubadas por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, apds
adicao de 200uL de cloroférmio, as amostras foram rapidamente agitadas,
mantidas a temperatura ambiente por 3 minutos, e submetidas a centrifugacao
(12.000 rpm) por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa (sobrenadante) foi
transferida para um novo tubo. Para a precipitacdo do RNA, foram adicionados

as amostras 500pul de alcool isopropilico, as quais foram homogeneizadas por
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inversdo e mantidas no freezer a -20°C por um periodo de 12 horas. Apds esse
periodo, as amostras foram novamente centrifugadas (12.000 rpm) por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o RNA diluido em 1ml de
etanol (85%) e submetido a nova centrifugagéo (2.500 rpm) por 5 minutos a
4°C. Por fim, o RNA foi dissolvido em 20uL de H,O deionizada, tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC; Merck, Darmstadt, Germany), que constitui um forte
inibidor de ribonuclease. O RNA total de cada amostra foi entdo quantificado e
teve seu grau de pureza avaliado em espectofotbmetro (NanoVue Plus®
Spectrophotometer; GE Healthcare, Chicago, IL, USA) a partir de 2uL de
amostra dissolvidos em H,O DEPEC. Para a obtengdo de RNA com alto grau
de pureza, a relacdo entre as leituras obtidas nos comprimentos de onda de

260nm e 280nm foi de 1,7 e 2,0.

3.8.2 Reacdo de transcricdo reversa com amplificacdo por PCR em

Tempo Real (QRT-PCR)

O método de PCR em tempo real se baseia em adequacgdes da técnica
de PCR convencional para uma maior sensibilidade, combinando amplificacao
e detecgdo em um unico passo. Marcadores fluorescentes intercalantes na
dupla fita de DNA sao utilizados para a quantificagdo do produto amplificado
através da analise da intensidade de fluorescéncia obtida.

A sequéncia dos genes de interesse foram adquirida através do
endereco eletronico: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide e mostrada na

Tabela 2 .
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Tabela 2. Oligonucleotideos empregados para qRT-PCR quantitativo.

Gene Sense 3°— 5’ Antisense 5°— 3’

COLIA]I GAG CGG AGA GTA CTG GAT CG GCT TCT TTT CCT TGG GGT TC

GAPDH ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA

Todas as misturas para a reacao de transcriptase reversa foram
preparadas utilizando-se o equipamento Step One (Applied Biosystems —
Foster City, CA, USA), com o kit Super Script Il Platinum SYBR® Green One-
Step gRT-PCR (Life Technologies). Cada reacédo foi realizada com 15uL,
contendo 1,45 uL de agua deionizada estéril; 7,5 yL da mistura de reacgéo
2XSYBER® Green; 0,3 yL de cada primer, a 10nM; 0,3 uL de Super Script IlI
RT/Platinum Taqg Mix; 0,15 yL de ROX Refence Dye e 5 yL de RNA total, a
20ng/mL. Todas as reagbes foram acompanhadas de um controle negativo
(todos os reagentes, exceto a amostra).

As amplificagdes foram normalizadas utilizando o gene GAPDH como
controle interno, uma vez que sua expressao se mantém constante em
camundongos, nao sendo influenciada pela exposig¢do a fumacga de cigarro.

A avaliacdo da expressao génica foi feita pelo método 28ACt Neste
método®’, calcula-se o ACt que corresponde ao niimero de Ct (Cycle threshold)
do gene estudado normalizado pelo Ct do gene GAPDH (Housekeeping). O Ct
do gene alvo corresponde ao numero de ciclos de amplificagdo necessarios
para que o sinal de fluorescéncia acumulado da reacao ultrapasse o limiar.

Assim, ACt cor1a1 = Ctcor1ar- ClearpH €

AACt = ACt cor1a1 - ACtmedio do controle-
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As reacdes de gRT-PCR foram padronizadas com o intuito de encontrar
a melhor temperatura de anelamento para o gene em estudo. Os tamanhos
dos fragmentos gerados pelo gRT-PCR foram validados em gel de agarose
1,5%, corados com brometo de etideo. As condigbes de ciclagem para todos os
genes foram as seguintes: 95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C
por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Foi realizada
curva de fusao (melting) para verificagao e certificagdo de um unico pico de

fluorescéncia para cada amostra analisada.

3.9 Analise estatistica

Todos os dados de comparagao entre os grupos Fumo (F), Controle (C)
e Fumo Provisério (FP) nos diferentes tempos estudados foram analisados
utilizando o software IBM SPSS® Statistics V21.0 for Windows. O nivel de

significancia utilizado foi de 5% (a=0,05).

3.9.1 Estatistica descritiva

As analises descritivas para os dados quantitativos que apresentaram
distribuicdo normal foram realizadas apresentado as médias acompanhadas
dos respectivos desvios-padrdao. Para os dados quantitativos sem distribuicao
normal, os resultados foram expressos através das medianas e intervalo
interquartil 1Q (25 — 75%). Os pressupostos da distribuigdo normal em cada
grupo e a homogeneidade das varidncias entre os grupos foram avaliados

respectivamente, com o teste de Shapiro-Wilk e com o teste de Levene.
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3.9.2 Estatistica inferencial

Para as variaveis quantitativas que apresentaram distribuicdo normal em
que foram analisados dois fatores (grupo e tempo) foi utilizada a Analise de
Variancia de Duplo Fator (ANOVA) e, quando foi necessaria a realizagdo de
comparacgoes multiplas de médias, foi utilizado o teste de Bonferroni. Quando a
variavel ndo apresentou distribuicdo normal, recorremos ao teste de Mann-
Whitney para o fator grupo. Para o fator tempo foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis e quando foi necessaria a realizacdo de comparagdes multiplas, foi

utilizado o teste de Dunn.

Na comparagao entre os grupos (Controle, Fumo e Fumo Provisorio)

com tempo de seis meses, foi utilizado o teste ANOVA de um fator.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagdo pulmonar

4.1.1 Avaliacdo da mecéanica respiratoria

Os parametros da avaliagdo mecanica do sistema respiratério, que
incluem Raw, Gtis e Htis nos grupos controle e fumo com 1 (C1e F1), 3 (C3 e
F3) e 6 meses (C6, F6 e FP) de seguimento sdo mostrados nas figuras 14, 15
e 16, respectivamente.

A avaliacdo da resisténcia das vias aéreas (Raw) ndo evidenciou

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Figura
14A): C1 x F1 (p=0,572); C3 x F3 (p=0,212); C6 x F6 (p=0,529).

Da mesma forma, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos Controle bem como entre os grupos Fumo no decorrer do
tempo (Figura 14B): C1 x C3 x C6 (p=0,439); F1 x F3 x F6 (p=0,112).

Os resultados encontrados mostram ainda que, para este parametro
(Raw), controle e fumo sao independentes do tempo (p=0,321) (Figura 14C).

Ao adicionar o grupo FP na analise dos grupos de 6 meses (Figura
14D), ndo houve também diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos (p=0,570).
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Figura 14. Avaliagdo da resisténcia das vias aéreas (Raw). Para a analise estatistica foi
utilizada a Analise de Variancia de Duplo Fator (ANOVA) em A, B e C; e teste ANOVA de um
fator em D. Os dados s&o apresentados em médias e desvios-padrao.

A avaliacao da resisténcia do tecido pulmonar (Gtis) normalizada pelo

peso evidenciou redugcdo dos valores nos grupos de exposi¢cao a fumaca de
cigarro quando comparados aos grupos controle com 3 e 6 meses de
seguimento (Figura 15A): C1 x F1 (p=0,970); C3 x F3 (p=0,045); C6 x F6
(p<0,001).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
controles no decorrer do tempo (Figura 15B): C1 x C3 x C6 (p=0,151). Porém,
houve reducgao estatisticamente significativa entre os grupos de exposi¢cao a
fumacga de cigarro no decorrer do tempo (Figura 15B): F1 x F3 x F6 (p=0,002),
sendo que o pos-teste de Bonferroni para comparagcdes multiplas evidenciou
que a diferenca ocorreu entre F1 x F6 (p=0,001).

Os resultados encontrados mostram ainda que, para este parametro

(Gtis), controle e fumo sé&o dependentes do tempo (p=0,001) (Figura 15C).
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Ao adicionar o grupo FP na analise dos grupos de 6 meses (Figura
15D), notamos que houve diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (p<0,001), sendo que o pos-teste de Bonferroni para comparagdes
multiplas evidenciou que a diferenga ocorreu entre C6 x F6 (p<0,001) e C6 x
FP (p=0,013), mas nao entre F6 x FP (p=0,977), mostrando que a pausa de 3
meses de exposi¢do a fumacga de cigarro ocorrida no grupo FP n&o trouxe
nenhuma melhora identificAvel no parametro analisado (Gtis), quando

comparado ao grupo F6.

A Gtis B Gtis
250 p=0,970 p=0,045 p<0,001 250 p=0,151 p=0,002
200 200 . *
z =
% 150 g 150
S, 3 L
100 £ 100
50 50
0 0
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" Controle ®Fumo "1més "3 meses " 6meses
C Gtis p=0,001 D Gtis (6 meses) p <0,001
250 250
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*
*
100
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-
=3
=3
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Figura 15. Avaliagdo da resisténcia do tecido pulmonar (Gtis). Para a analise estatistica foi
utilizada a Analise de Variancia de Duplo Fator (ANOVA) em A, B e C; e teste ANOVA de um
fator em D. Os dados sdo apresentados em médias e desvios-padrdo. *Diferenca
estatisticamente significativa presente no pos-teste de Bonferroni.

A avaliagdo da elastancia do tecido pulmonar (Htis) normalizada pelo

peso evidenciou redugdo dos valores nos grupos de exposi¢cao a fumaca de
cigarro quando comparados aos grupos controle com 3 e 6 meses de
seguimento (Figura 16A): C1 x F1 (p=0,490); C3 x F3 (p=0,002); C6 x F6

(p<0,001).
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Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
controles no decorrer do tempo (Figura 16B): C1 x C3 x C6 (p=0,536). Porém,
houve reducgao estatisticamente significativa entre os grupos de exposi¢cao a
fumaca de cigarro no decorrer do tempo (Figura 16B): F1 x F3 x F6 (p=0,014),
sendo que o poés-teste de Bonferroni para comparagées multiplas evidenciou
que a diferenca ocorreu entre F1 x F6 (p=0,012).

Os resultados encontrados mostram ainda que, para este parametro
(Htis), controle e fumo sdo dependentes do tempo (p=0,023) (Figura 16C).

Ao adicionar o grupo FP na analise dos grupos de 6 meses (Figura
16D), notamos que houve diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (p=0,002), sendo que o pos-teste de Bonferroni para comparagdes
multiplas evidenciou que a diferenga ocorreu apenas entre C6 x F6 (p=0,002),

mas nao entre C6 x FP (p=0,138) ou F6 x FP (p=0,654).

A Htis B Htis
1,200 p = 0,490 p=0,002 p <0,001 1,200 p=0,536 p=0,014
1,000 1,000 :
= =
Z 800 Z 800
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" Controle ®Fumo "1més "3 meses "6 meses
Cc Htis p=0,023 D Htis (6 meses) p = 0,002
1,200 1,200 .
1,000 I % I 1,000
g 00 I\i\é 2 00
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= :
£ 40 % 600
200 < 400
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1 més 3 meses 6 meses
0

~#=Controle ~*Fumo Controle Fumo FP

Figura 16. Avaliagcdo da elastancia do tecido pulmonar (Htis). Para a analise estatistica foi
utilizada a Analise de Variancia de Duplo Fator (ANOVA) em A, B e C; e teste ANOVA de um
fator em D. Os dados sdo apresentados em médias e desvios-padrdo. *Diferenca
estatisticamente significativa presente no pos-teste de Bonferroni.
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Por estes resultados notamos que a exposigdo a fumacga de cigarro
gerou alteragdes na mecanica respiratéria com redugcédo do Gtis e Htis a partir
do 3° més e com efeito progressivo e dependente ao longo do tempo. Além
disso, a melhora esperada no grupo FP associada a pausa de 3 meses da

exposicao a fumaca de cigarro nao foi evidenciada.

4.1.2 Avaliagéo histolégica do parénquima pulmonar

A avaliagdo do parénquima pulmonar distal através do calculo do
intercepto linear médio (Lm) nos grupos fumo e controle com 1 (C1 e F1), 3
(C3 e F3) e 6 meses (C6, F6 e FP) de seguimento sdo mostrados na figura 17.

Evidenciamos um aumento estatisticamente significativa do Lm nos
grupos de exposi¢cao a fumacga de cigarro quando comparados aos grupos
controle em todos os tempos estudados (Figura 17A): C1 x F1 (p=0,001); C3 x
F3 (p=0,021); C6 x F6 (p=0,001).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
controles no decorrer do tempo (Figura 17B): C1 x C3 x C6 (p=0,482). Da
mesma forma, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos de exposig¢ao a fumaga de cigarro no decorrer do tempo (Figura 17B):
F1x F3 x F6 (p=0,729).

Os resultados encontrados mostram ainda que, para este parametro
(Lm), controle e fumo sao independentes do tempo (p=0,698) (Figura 17C).

Ao adicionar o grupo FP na analise dos grupos de 6 meses (Figura
17D), notamos que houve diferenga estatisticamente significativa entre os

grupos (p=0,005), sendo que o pos-teste de Bonferroni para comparagdes
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multiplas evidenciou que a diferenga ocorreu entre C6 x F6 (p=0,006) e C6 x
FP (p=0,042), mas nao entre F6 x FP (p>0,999), mostrando que a pausa de 3
meses de exposi¢do a fumacga de cigarro ocorrida no grupo FP n&o trouxe
nenhuma melhora identificavel no parametro analisado (Lm), quando

comparado ao grupo F6.
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Figura 17. Avaliagio histologica do intercepto linear médio (Lm). Para a andlise estatistica foi
utilizada a Analise de Variancia de Duplo Fator (ANOVA) em A, B e C; e teste ANOVA de um
fator em D. Os dados sdo apresentados em médias e desvios-padrdo. *Diferenca
estatisticamente significativa presente no pos-teste de Bonferroni.

Por estes resultados notamos que a exposi¢cdao a fumaga de cigarro
acarretou alteragdes no parénquima pulmonar a partir do 1° més, ndo havendo
porém constatacao de um efeito progressivo ao longo dos meses. Além disso,
a melhora esperada no grupo FP associada a pausa de 3 meses da exposi¢cao

a fumaca de cigarro nao foi evidenciada.
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4.2 Avaliagéo celular e da matriz mineral 6ssea

Os parametros histomorfométricos de avaliacdo celular e da matriz
mineral 6ssea foram analisados nos grupos controle e fumo com 1 (C1 e F1), 3
(C3 e F3) e 6 meses (C6 e F6) de seguimento e incluiram parametros
estruturais (BV/TV, Tb.Th, Tb.N e Tb.Sp), parametros de remodelamento
reabsortivos (ES/BS e 0c.S/BS) e parametros de remodelamento

formativos (O.Th, OS/BS e Ob.S/BS).

Quanto aos parametros estruturais (Figura 18 A-H), n&o houve
diferenga entre os grupos com 1 e 3 meses de seguimento (C1 x F1 e C3 x F3).
Porém, evidenciamos uma redugdo estatisticamente significativa dos
parametros BV/TV (p=0,029), Tb.Th (p=0,043) e Tb.N (p=0,043) nos grupos de
exposi¢cao a fumaga de cigarro quando comparados aos grupos controle com 6
meses de seguimento (C6 x F6). Houve ainda um visivel aumento do
parametro Tb.Sp no grupo de exposi¢do quando comparado ao grupo controle
também com 6 meses de seguimento (C6 x F6), porém estatisticamente néo

significativa (p=0,059).
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Figura 18. Avaliagdo histomorfométrica dos parametros estruturais. Para a analise estatistica
foi utilizado o teste de Mann-Whitney em A, C, E e G; e teste de Kruskal-Wallis em B, D, F e H.
Os dados sao expressos através das medianas e intervalo interquartil 1Q (25 — 75%).
*Diferencga estatisticamente significativa presente no pés-teste de Dunn.
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Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
controles no decorrer do tempo para todos os parametros estruturais (C1 x C3
x C6). No entando, houve uma redugdo estatisticamente significativa do
parametro Tb.N (p=0,043) entre os grupos de exposi¢do a fumacga de cigarro
no decorrer do tempo (F1 x F3 x F6), sendo que o pds-teste de Dunn para
comparagdes multiplas evidenciou que a diferenca ocorreu entre F1 x F6
(p=0,037). Da mesma forma, notamos um visivel aumento do parametro Tbh.Sp
entre os grupos de exposigcao a fumaga de cigarro no decorrer do tempo (F1 x

F3 x F6), porém estatisticamente nao significativa (p=0,051).

Por estes resultados notamos que a exposigdo a fumacga de cigarro
gerou alteragdes nos parametros estruturais 6sseos no 6° més de seguimento,
com reducdo do volume O&sseo, da espessura trabecular e do numero
trabecular, demonstrando uma evidente perda oOssea. Além disso,
evidenciamos que esta piora foi progressiva ao longo do tempo para o numero

trabecular.

Com relagédo aos parametros de remodelamento reabsortivos (Figura
19 A-D), ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
experimentais (C1 x F1, C3 x F3 e C6 x F6) para nenhum dos dois parametros
analisados (ES/BS e 0Oc.S/BS). Da mesma forma, ndo houve diferencga
estatisticamente significativa entre os grupos no decorrer do tempo (C1 x C3 x

C6 e F1x F3 x F6).
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Figura 19. Avaliagcao histomorfométrica dos parametros de remodelamento reabsortivos. Para
a analise estatistica foi utilizado o teste de Mann-Whitney em A e C; e teste de Kruskal-Wallis
em B e D. Os dados sédo expressos através das medianas e intervalo interquartil 1Q (25 — 75%).

Ja com relagao aos parametros de remodelamento formativos (Figura
20 A-F), nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
experimentais (C1 x F1, C3 x F3 e C6 x F6) para nenhum dos trés parametros
analisados (O.Th, OS/BS e Ob.s/BS).

Porém, evidenciamos um aumento estatisticamente significativa do
parametro OS/BS (p=0,004) entre os grupos de exposi¢ao a fumaga de cigarro
no decorrer do tempo (F1 x F3 x F6), sendo que o pds-teste de Dunn para
comparagdes multiplas evidenciou que a diferenca ocorreu entre F3 x F6
(p=0,003). Da mesma forma, notamos um aumento estatisticamente
significativo do parametro Ob.S/BS (p=0,019) entre os grupos de exposi¢cao a

fumaca de cigarro no decorrer do tempo (F1 x F3 x F6), sendo que o pds-teste
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de Dunn para comparagdes multiplas evidenciou que a diferenga ocorreu entre

F3 x F6 (p=0,018).
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Figura 20. Avaliagdo histomorfométrica dos parametros de remodelamento formativos. Para a
analise estatistica foi utilizado o teste de Mann-Whitney em A, C, E e G; e teste de Kruskal-
Wallis em B, D, F e H. Os dados s&o expressos através das medianas e intervalo interquartil 1Q
(25 — 75%). *Diferenca estatisticamente significativa presente no pos-teste de Dunn.

Por estes resultados notamos que a exposigdo a fumacga de cigarro
gerou alteragdes nos parametros formativos ao longo do tempo com aumento

da éarea de superficie ostedide e da superficie osteoblastica. Apesar do
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aumento dos parametros relacionados a formacao tecidual, o desfecho final

ainda se manteve pela piora estrutural éssea.

4.3 Avaliacdo da matriz fibrilar 6ssea

A avaliagdo imunohistoquimica da composi¢ao de fibras colagenas tipo |
e tipo V presentes na matriz 6ssea nos grupos fumo e controle com 1 (C1 e
F1), 3 (C3 e F3) e 6 meses (C6, F6 e FP) de seguimento sdo mostrados nas

figuras 21 a 24.

Evidenciamos uma reducéo de colageno tipo | nos grupos de exposi¢cao
a fumaca de cigarro quando comparados aos grupos controle em todos os
tempos de seguimento (Figura 21A): C1 x F1 (p=0,003); C3 x F3 (p<0,001); C6
x F6 (p=0,003).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
controles no decorrer do tempo (Figura 21B): C1 x C3 x C6 (p=0,204). Porém,
houve redugao estatisticamente significativa entre os grupos de exposi¢cao a
fumaca de cigarro no decorrer do tempo (Figura 21B): F1 x F3 x F6 (p=0,019),
sendo que o pos-teste de Dunn para comparacdes multiplas evidenciou que a
diferenga ocorreu entre F1 x F6 (p=0,023), mas nao entre F1 x F3 (p=0,123) ou

F3 x F6 (p>0,999).
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Figura 21. Avaliagdo imunohistoquimica de fibras colagenas tipo I. Para a anadlise estatistica
foi utilizado o teste de Mann-Whitney em A e teste de Kruskal-Wallis em B. Os resultados
foram apresentados como a porcentagem média da area de colageno tipo | em relagao a area
total da trabécula 6ssea. Os dados sao expressos através das medianas e intervalo interquartil
1Q (25 — 75%). *Diferenca estatisticamente significativa presente no pds-teste de Dunn.

Ao adicionar o grupo FP na analise dos grupos de 6 meses (Figura 22),
notamos que houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
(p<0,001), sendo que o pos-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas
evidenciou que a diferenga ocorreu entre C6 x F6 (p<0,001) e C6 x FP

(p<0,001), mas n&o entre F6 x FP (p=0,668).
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Figura 22. Avaliagdo imunohistoquimica de fibras colagenas tipo | apenas nos grupos com 6
meses de seguimento (C6, F6 e FP). Para a analise estatistica foi utilizado o teste ANOVA de
um fator. Os resultados foram apresentados como a porcentagem média da area de colageno
tipo | em relagdo a area total da trabécula éssea. Os dados sédo apresentados em médias e
desvios-padrao. *Diferenga estatisticamente significativa presente no pés-teste de Bonferroni.

Em relagdo ao colageno tipo V, evidenciamos um aumento nos grupos
de exposicao a fumacga de cigarro quando comparados aos grupos controle em
todos os tempos de seguimento (Figura 23A): C1 x F1 (p<0,001); C3 x F3
(p<0,001); C6 x F6 (p=0,003).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
controles no decorrer do tempo (Figura 23B): C1 x C3 x C6 (p=0,121). Porém,
houve reducgao estatisticamente significativa entre os grupos de exposi¢cao a
fumaca de cigarro no decorrer do tempo (Figura 23B): F1 x F3 x F6 (p=0,007),
sendo que o pos-teste de Dunn para comparacdes multiplas evidenciou que a
diferenga ocorreu entre F1 x F3 (p=0,010) e F1 x F6 (p=0,042), mas nao entre

F3 x F6 (p>0,999).
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Figura 23. Avaliagao imunohistoquimica de fibras colagenas tipo V. Para a analise estatistica
foi utilizado o teste de Mann-Whitney em A e teste de Kruskal-Wallis em B. Os resultados
foram apresentados como a porcentagem média da area de colageno tipo V em relagéo a
area total da trabécula éssea. Os dados séo expressos através das medianas e intervalo
interquartil 1Q (25 — 75%). *Diferenca estatisticamente significativa presente no pds-teste de

Dunn.

Ao adicionar o grupo FP na analise dos grupos de 6 meses (Figura 24),

notamos que houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos

(p=0,003), sendo que o pos-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas

evidenciou que a diferenga ocorreu entre C6 x F6 (p=0,004) e F6 x FP

(p=0,036), mas n&o entre C6 x FP (p>0,999).
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Figura 24. Avaliagao imunohistoquimica de fibras colagenas tipo V apenas nos grupos com 6
meses de seguimento (C6, F6 e FP). Para a analise estatistica foi utilizado o teste ANOVA de
um fator. Os resultados foram apresentados como a porcentagem média da area de colageno
tipo V em relagdo a area total da trabécula 6ssea. Os dados sé&o apresentados em médias e
desvios-padrao. *Diferenga estatisticamente significativa presente no pés-teste de Bonferroni.

Por estes resultados notamos que a exposigdo a fumaga de cigarro
gerou alteragdes na composigdo da matriz fibrilar 6ssea, a partir do 1° més,
com redugao de colageno tipo | e aumento de colageno tipo V, havendo ainda
a constatacdo de um efeito progressivo ao longo dos meses quanto a redugéo
de colageno tipo |. Além disso, a melhora esperada no grupo FP associada a
pausa de 3 meses da exposi¢dao a fumacga de cigarro foi evidenciada pela
reducdo da composi¢cado de colageno tipo V em relagdo ao grupo F6, porém

sem melhora da composigao de colageno tipo I.

4.4 Avaliacdo da expressao de citocinas e fatores de crescimento

A avaliagdo da expressao de citocinas (OPG e RANKL, descritos pela
relacdo OPG/RANKL) e fatores de crescimento (BMP-2) nos grupos fumo e
controle com 1 (C1 e F1), 3 (C3 e F3) e 6 meses (C6, F6 e FP) de seguimento

sdo mostrados nas figuras 25 e 26, respectivamente.
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A avaliagao da expressao de citocinas OPG e RANKL evidenciou uma
reducao da relagdo OPG/RANKL nos grupos de exposigao a fumacga de cigarro
quando comparados aos grupos controle com 3 e 6 meses de seguimento
(Figura 25A): C1 x F1 (p=0,180); C3 x F3 (p=0,005); C6 x F6 (p=0,041).

Nao houve diferengca estatisticamente significativa em cada grupo
experimental no decorrer do tempo (Figura 25B): C1 x C3 x C6 (p=0,150); F1 x
F3 x F6 (p=0,857).

Os resultados encontrados mostram ainda que, para este parametro
(OPG/RANKL), controle e fumo sao independentes do tempo (p=0,634) (Figura
25C).

Ao adicionar o grupo FP na analise dos grupos de 6 meses (Figura
25D), notamos que houve diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (p=0,046), porém o pds-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas
nao conseguiu identificar esta diferenga: C6 x F6 (p=0,059), C6 x FP (p>0,999)

e F6 x FP (p=0,386).
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Figura 25. Avaliagdo da expressao de citocinas OPG/RANKL. Para a anadlise estatistica foi
utilizada a Analise de Variancia de Duplo Fator (ANOVA) em A, B e C; e teste ANOVA de um
fator em D. Os dados s&o apresentados em médias e desvios-padrao.

A avaliacdo do fator de crescimento BMP-2 nao evidenciou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Figura 26A): C1 x
F1 (p=0,787); C3 x F3 (p=0,873); C6 x F6 (p=0,980).

Da mesma forma, ndo houve também diferenca estatisticamente
significativa em cada grupo experimental no decorrer do tempo (Figura 26B):
C1x C3 x C6 (p=0,909); F1 x F3 x F6 (p=0,890).

Os resultados encontrados mostram ainda que, para este parametro
(BMP-2), controle e fumo sao independentes do tempo (p=0,983) (Figura 26C).

Ao adicionar o grupo FP na analise dos grupos de 6 meses (Figura
26D), ndo houve também diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos (p=0,070).
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Figura 26. Avaliagao do fator de crescimento BMP-2. Para a analise estatistica foi utilizada a
Andlise de Variancia de Duplo Fator (ANOVA) em A, B e C; e teste ANOVA de um fator em D.
Os dados sao apresentados em médias e desvios-padrao.

Por estes resultados notamos que a exposigdo a fumacga de cigarro
gerou uma reducado da relacgo OPG/RANKL intimamente relacionada ao
aumento da atividade osteoclastogénica e de reabsorgdo ossea a partir do 3°
més, porém nao houve constatacdo de um efeito progressivo ao longo do

tempo. Nao identificamos diferengca na agao da BPM-2 entre os grupos.
4.5 Avaliagéo da expressao génica de COL1A1

A avaliagcdo da expressao génica de COL1A1 nos grupos fumo e
controle com 1 (C1 e F1), 3 (C3 e F3) e 6 meses (C6, F6 e FP) de seguimento
sdo mostradas nas figuras 27 e 28.

Evidenciamos uma redugdo dos valores de expressdo génica nos

grupos de exposi¢cao a fumaga de cigarro quando comparados aos grupos
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controle com 3 e 6 meses de seguimento (Figura 27A): C1 x F1 (p=0,073); C3 x
F3 (p=0,014); C6 x F6 (p=0,018).

Nao houve também diferenga estatisticamente significativa em cada
grupo experimental no decorrer do tempo (Figura 27B): C1 x C3 x C6

(p=0,927); F1 x F3 x F6 (p=0,394).
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4,0 p=0,073 p=0,014 p=0,018
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T T T T T
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Figura 27. Avaliagao da expressao génica de COL71A1. Para a analise estatistica foi utilizado
o teste de Mann-Whitney em A e teste de Kruskal-Wallis em B. Os dados sao expressos
através das medianas e intervalo interquartil 1Q (25 — 75%).



83

Ao adicionar o grupo FP na analise dos grupos de 6 meses (Figura 28),
notamos que houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
(p=0,001), sendo que o pos-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas

evidenciou que a diferenga ocorreu apenas entre F6 x FP (p=0,001).

COL1A1 (6 meses) p = 0,001

4.0 *
35
3.0
25
320
1.5
1.0
0.0

Controle Fumo

Figura 28. Avaliagao da expressado génica de COL1A1 apenas nos grupos com 6 meses de
seguimento (C6, F6 e FP). Para a analise estatistica foi utilizado o teste ANOVA de um fator. Os
dados sao apresentados em médias e desvios-padrao. *Diferenga estatisticamente significativa
presente no pés-teste de Bonferroni.

Por estes resultados notamos que a exposigdo a fumaga de cigarro
gerou redugdo na expressdo génica de COL7A7, a partir do 3° més. Além
disso, a melhora esperada no grupo FP associada a pausa de 3 meses da
exposi¢cao a fumaca de cigarro foi evidenciada pelo retomada de aumento da
expressao génica, porém sem melhora da deposi¢céo de colageno tipo 1 vista

na imunohistoquimica.
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5. DISCUSSAO

Ja no inicio do desenvolvimento da DPOC, em que observamos uma
piora funcional pulmonar com reducgéo da resisténcia (Gtis) e elastancia (Htis)
além de uma alteracdo estrutural com destruicdo do parénquima pulmonar
(aumento do Lm), identificamos alteragdes na composi¢cao da matriz fibrilar do
tecido 6sseo com redugao de colageno tipo | e aumento do colageno tipo V,
mantidos até o final do protocolo.

As alteragdes de Gtis, Htis e Lm caracterizam a presenca de DPOC.
Apesar da destruicdo do parénquima pulmonar ter sido identificada a partir do
1° més através do aumento do Lm, a reducgdo da resisténcia (Gtis) e elastancia
(Htis) foram confirmadas apenas a partir do 3° més. A ndo reducgio esperada
de Gtis e Htis no 1° més provavelmente ocorreu devido a presenca de um

edema tecidual inicial®?

. Além disso, sabe-se que o surgimento de alteragdes
estruturais sdo geralmente mais precoces que as alteragdes funcionais,
principalmente devido as dificuldades técnicas de avaliacdo da mecanica
respiratéria em camundongos e da necessidade de uma maior lesao estrutural
para que o efeito funcional seja identificado®®°.

A alteragao estrutural pulmonar associada a DPOC se manteve durante
todo o protocolo assim como as alteracdes funcionais, sendo que estas ultimas
se mostraram progressivamente piores ao longo do tempo. A melhora
esperada no grupo em que houve interrupcédo da exposi¢cdo a fumacga de
cigarro por 3 meses (FP) nao foi evidenciada em nenhuma analise pulmonar.

Infelizmente sabemos que pacientes com DPOC geralmente ndo apresentam

melhoras dos parametros estruturais pulmonares mesmo apés a cessacao do
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tabagismo, mas apenas uma redugdo no agravamento desses parametros ao
longo dos anos®. De Cunto et al. (2018)%°> demonstraram que mesmo apds 6
meses de cessacgao do tabagismo, camundongos C57BL6 ainda apresentavam
inflamacédo persistente, lesdo progressiva do parénquima, bem como
remodelamento das vias aéreas. Este efeito esta relacionado com uma
ativagao persistente de NFkB e uma regulagao positiva da expressao génica de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-10, KC e MIP-1). Isto n&o
exclui a possibilidade de que talvez poderiamos ter observado alguma melhora
estrutural pulmonar em camundongos caso houvéssemos acompanhado estes
animais por um tempo ainda maior apés a interrupgao da exposicao.

Uma vez demonstrada a eficacia do modelo experimental para inducao
da DPOC, prosseguimos com as analises do tecido 6sseo. A fragilidade do
tecido 6sseo em pacientes tabagistas tem sido tema recorrente na literatura,

87,88

seja pela perda de massa 6ssea®, aumento do risco de fraturas aumento

do risco de ndo consolidacdo ou retardo de consolidacdo de fraturas®' %%
porém os mecanismos fisiolégicos envolvidos neste processo sao pouco
conhecidos.

Recentemente Sasaki et al. (2018)%®, através de um estudo
experimental, associou a deterioragdo do tecido 6sseo de camundongos
submetidos a exposigdo de fumaga de cigarro (tempo > 20 semanas) a
desorganizagao de fibras colagenas e desalinhamento dos cristais de apatita.
Em nosso estudo, verificamos uma redugdo progressiva da propor¢cédo de

colageno tipo | ao longo do tempo a partir do 1° més, bem como da expresséo

génica de COL1AT.
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Estes resultados corroboram os achados de Rothem et al. (2009)** que,
em estudo com cultura de células osteoblasticas humanas (MG63),
evidenciaram que a nicotina em altas concentragdes apresenta efeitos toxicos,
antiproliferativos e de regulagdo negativa sobre a expressdo génica de
colageno tipo I. Da mesma forma, Theiss et al. (2000)%, utilizando um modelo
experimental de fusdo vertebral, evidenciaram reducao da expressao génica de
colageno tipo | no calo 6sseo de coelhos submetidos a administragao de uma
solucao de nicotina em um seguimento de 4 semanas.

Talvez o motivo da reducgéo precoce do colageno tipo | na DPOC esteja
associado a uma redugdo em sua sintese, seja pelo efeito citotdxico direto da
fumaca sobre fibroblastos e osteoblastos, células responsaveis pela producao
de fibras de colageno, ou pela reducdo da expressdo de COL1A1 no osso’’.
Além disso, sabe-se que a propria DPOC esta associada ao aumento da
metaloproteinase-1 da matriz pulmonar’® e o6ssea® (MMP-1), também
conhecida como colagenase intersticial, que estd envolvida na quebra das
fibras de colageno constituintes da matriz extracelular. Um estudo experimental
desenvolvido por Gao et al. (2012) %2 no tecido dsseo de camundongos ja havia
demonstrado a associacdo do aumento da expressdo do mRNA para MMP-1 a
uma maior reabsor¢cdo e degradacgado do tecido ésseo na DPOC. Da mesma
forma, Katono et al. (2009)*, através de um estudo de cultura de osteoblastos,
mostraram que a nicotina aumenta a expressao de MMP-1.

O efeito da cessacgao do tabagismo sobre as alteragdes do tecido ésseo
foi estudado através do grupo de Fumo Provisério (FP), em que os
camundongos tiveram uma pausa de 3 meses no tempo de exposicao a

fumacga de cigarro. No corpo humano, apds a cessacgao, existe um rapido
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declinio dos niveis de nicotina e CO; em 1 semana a maioria dos metabdlitos
da nicotina é eliminada e em 2 meses a viscosidade e o fluxo sanguineo
melhoram nos membros®”**. Oncken et al. (2006)*® mostraram uma melhora da
densidade mineral 6ssea em mulheres pds-menopausa em 1 ano de
seguimento apds cessacao do tabagismo.

Em nosso estudo ndo conseguimos notar melhoras estruturais ésseas
relacionadas a pausa de 3 meses de exposi¢ao, porém evidenciamos uma
importante retomada de expressdo génica de COL1A7 no grupo FP
relacionada a cessagao da exposi¢ao. Talvez um seguimento mais longo neste
grupo seria capaz de identificar esta melhora estrutural que a avaliagdo da
expressao génica foi capaz de evidenciar mais precocemente.

Sabemos que moléculas de colageno tipo V se encontram distribuidas
entre as fibras de colageno tipo | tendo fungéo regulatdéria sobre a fibrilogénese,
controlando o diametro das fibras colagenas e agindo diretamente na estrutura
tecidual*®°>%. Altos niveis de colageno tipo V sdo expressos em tecidos
doentes, como os neoplasicos, aterosclerdticos, fibréticos e granulomatosos®.
Diniz-Fernandes et al. (2018)%" recentemente evidenciaram, em pacientes com
diagndstico de tendinopatia do tibial posterior, uma diminuigdo da deposi¢ao de
colageno tipo | e um aumento da deposi¢cdo de colageno tipo V tendineo,
associando estes achados a reducao da resisténcia mecanica do tecido.

Evidenciamos em nosso estudo um aumento da deposi¢gédo de colageno
tipo V no grupo submetido a exposicdo a fumaga de cigarro em todos os
tempos de estudo, corroborando os dados de nosso estudo anterior’®. Barbosa
et al (2019)"° evidenciaram, através de um estudo experimental, um aumento

da expressao génica de COL5A1/COL5A2 e da deposi¢cao 6ssea de colageno
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tipo V em camundongos expostos a fumacga de cigarro e/ou submetidos a
fratura tibial.

Apesar do aumento da deposicdo de colageno tipo V quando
comparado aos respectivos grupos controles, notamos uma redugao desta
deposicédo ao longo do tempo dentro dos grupos de intervengao. Acreditamos
que esta reducao possa estar associada a idade do animal, uma vez que trata-
se de um estudo temporal com seguimento total de 6 meses. A alteracédo da
arquitetura colagena associada a idade ja foi descrita em outros estudos de
tecido dérmico humano, tendo-se notado uma reducgéo da expressao génica de
colageno tipo V* e reducdo da producdo de colageno tipo | com a idade®. A
reducao global da arquitetura colagena tecidual relacionada a idade ocorre por
dois mecanismos: envelhecimento celular dos fibroblastos e redugao da tensao
mecanica tecidual, importante para o estimulo da sintese colagena®.

A avaliagao do efeito da cessacao do tabagismo por meio do grupo FP
para colageno tipo V evidenciou uma redugcédo da composigcao destas fibras em
relagdo ao grupo F6. Assim, considerando que tecidos lesionados apresentam
maior exposicdo de moléculas de colageno tipo V que interagem com
receptores de membrana de fibroblastos perpetuando a resposta inflamatoéria

local”®

, € possivel que, interrompido o fator desencadeante do processo
inflamatdrio inicial (fumo), este processo deixaria de ser retroalimentado
gerando, ao longo do tempo, uma consequente e benéfica redugdo de
colageno tipo V.

O tabagismo gera um processo inflamatorio sistémico caracterizado por

um aumento acentuado na expressao de citocinas proé-inflamatorias

responsaveis pela diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos'®. A reqgulagao
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dindmica de citocinas osteoclastogénicas e anti-osteoclastogénicas ¢é
importante na manutengao do equilibrio entre os osteoclastos e obsteoblastos,
promovendo assim a manutencdo da integridade o¢ssea''. A funcdo
reabsortiva dos osteoclastos €, em grande parte, modulada pela interagdo de
um trio de marcadores bioquimicos: RANKL (ligante), RANK (receptor celular) e
OPG (receptor de bloqueio), sendo que a fungédo deste ultimo é reduzir a
interacdo RANKL-RANK®®.

O aumento da relagdto RANKL/OPG (ou diminuicdo da relagéo
OPG/RANKL) estd relacionado a atividade osteoclastogénica local e

reabsorcdo Ossea em diversas patologias como periodontites®®, artrite

102 103

reumatdide’®?, mieloma multiplo'®, osteoporose'® e DPOC''% Em nosso
estudo evidenciamos uma reducao da relacdo OPG/RANKL a partir do 3° més,
sem efeito progressivo identificado ao longo do tempo e sem beneficio
evidenciado pela pausa de 3 meses na exposicdo a fumaga de cigarro
representado pelo grupo FP.

Este mesmo aumento da funcdo reabsortiva dos osteoclastos ficou
ainda indiretamente evidente nas andlises histomorfométricas da matriz
mineral. Embora os parametros propriamente reabsortivos ndo mostraram
diferenga entre os grupos, evidenciamos uma piora importante dos parametros
estruturais 6sseos com reducio do volume ésseo, da espessura das trabéculas
e do numero de trabéculas associada a exposi¢cao a fumaga de cigarro com 6
meses de seguimento quando comparado ao grupo controle. Tais achados

197 em um estudo clinico

foram similares aos encontrados por Kulak et al. (2010)
de mulheres pés-menopausa com DPOC. Apesar de ndo termos conseguido

captar um aumento de células osteoclasticas na superficie da trabécula, é
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possivel que estas células estivessem mais ativas, uma vez que houve uma
evidente piora estrutural 6ssea associada a exposi¢cao a fumacga de cigarro.

Ainda na avaliacdo histomorfométrica, os parametros formativos
mostraram um aumento da superficie osteoblastica e da superficie ostedide no
grupo de exposi¢cao ao longo do tempo, o que sugere um aumento da formagéao
O0ssea. Porém, como houve comprovacao da piora estrutural associada a perda
Ossea, este aumento da formacgao o0ssea poderia ser resultado do aumento da
frequéncia de ativagao osteoclastica, fazendo com que a reabsorcdo éssea
excedesse a formagdo, como ja demostrado anteriormente por Lee et al.
(2002)"%8.

As BMP’s sdo os principais fatores estimuladores de osteoblastos dentro
da grande familia dos TGF, tendo um importante papel na manutengao da

199 através de um estudo em peridsteo

massa 0ssea. Chassanidis et al. (2012)
humano, avaliou o efeito do tabagismo (média de 20 magos-ano) na expressao
génica de BMP’s, evidenciando uma redugao da expressao de BMP-2, BMP-4
e BMP-6 associado ao tabagismo. Da mesma forma, Theiss et al. (2000)%
demonstraram que a nicotina € capaz de regular negativamente a expressao
génica de BMP-2, BMP-4 e BMP-6. No entando, em nosso estudo, néo
identificamos nenhuma diferencga entre os grupos quanto a expressao de BMP-

2 em todos os tempos. Talvez seja requerido um tempo maior, neste modelo

experimental, para detectarmos alteracdo destes marcadores.
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6. CONCLUSAO

Através de um modelo experimental eficaz de inducdo de DPOC
demonstramos que o tabagismo foi capaz de gerar importantes alteragdes na
matriz extracelular éssea, com redugcao da expressao génica de COL1A1 e da
deposigado de colageno tipo |, sendo esta ultima progressiva ao longo do
tempo. Demonstramos ainda um aumento da deposi¢do de colageno tipo V
possivelmente relacionado ao processo inflamatdrio local e a piora do padrao
estrutural 6sseo. A reducao da relacdo OPG/RANKL diretamente relacionada
ao aumento da atividade osteoclastogénica e consequente aumento da
reabsorcao 6ssea também foi observada. Por fim, houve confirmagcao da piora
dos parametros estruturais 6sseos com reducdo do volume Osseo, da
espessura das trabéculas e do numero de trabéculas associada a exposicao a
fumaca de cigarro com 6 meses de seguimento.

A cessagao do tabagismo por 3 meses evidenciou uma auséncia de
beneficio funcional e estrutural pulmonar; auséncia de beneficio estrutural
Ossea (colageno tipo 1), porém uma evidente retomada de expressdo de
COL1A1, talvez como uma tentativa de reparo tecidual, e uma reducido de
colageno tipo V ésseo, associado a redugao do estimulo inflamatario.

Assim, nossos resultados chamam a atencéo para a influéncia negativa
do tabagismo no metabolismo &ésseo desde os primeiros momentos do
desenvolvimento da DPOC e, de alguma forma, podem contribuir para uma
melhor compreensao das manifestagcdes extrapulmonares desta doenca, bem
como para melhorar o manejo clinico de doengas Osseas agravadas pelo

tabagismo.
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ABSTRACT

Smoking is the main risk factor for the development of chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) and is known to have deleterious effects on bone metabolism. However, the effects on
bone collagen matrix during the development of COPD are unclear. The aim of this study was to
evaluate the temporal effect of cigarette smoke exposure on bone type | collagen during COPD
development in a cigarette smoke-induced model. C57BL/6 mice were allocated to three groups:
control (C), animals exposed to filtered air for 1, 3 and 6 months; cigarette smoke (S), animals
exposed to cigarette smoke for 1, 3 and 6 months; provisional smoking (PS), animals exposed to
cigarette smoke for 3 months, followed by another 3 months of filtered air exposure. Evaluation of
the respiratory mechanics and alveolar enlargement were performed. Femoral and tibial extraction
was also performed to evaluate the type | collagen by immunofluorescence and COLTAT gene
expression. Exposure to cigarette smoke led to an alveolar enlargement and progressive reduction
in lung tissue resistance and elastance, progressive reduction of type | collagen and reduction in
COL1AT gene expression. Although we did not observe any improvement in the functional and
histological parameters in the provisional smoking group, we detected an increase in COLTAT
gene expression. A worsening in bone collagen matrix is part of the initial physiopathological
events during COPD development and the smoking cessation induced an evident recovery of
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COL1AT expression, possibly to attempt at tissue repair.

Introduction

Smoking remains the global leader in causes of preventable
deaths, accounting for approximately 6 million deaths/year
and over 1.5 trillion dollars/year of damage to the world
economy [1]. Cigarette smoke is composed of approximately
5,000 toxic and carcinogenic chemicals and has two phases:
volatile (gaseous) and particulate [2]. The risks associated
with smoking depend on factors such as age of onset, number
of cigarettes per day, cigarette characteristics (filter type, nico-
tine and tar rate) and behavior (degree of inhalation) [3].

The main causes of mortality associated with smoking
are neoplasms (mainly lung) [4], cardiovascular diseases [5]
and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) [6].

COPD is one of the leading causes of mortality and mor-
bidity worldwide, with important social and economic
impacts. This condition occurs as a result of a complex inter-
action between long-term cumulative exposure to harmful
gases and particles and a number of other well-known factors
such as genetics, airway hyperresponsiveness, and poor lung
development in childhood [7]. COPD is characterized by

persistent and often progressive airflow limitation associated
with an exacerbated chronic inflammatory response of the air-
ways and lungs associated with smoking [8].

Inflammatory and structural cells release cytokines,
growth factors and proteases in the pulmonary site, causing
destruction of the alveolar walls (emphysema) and structural
remodeling, resulting in fibrosis, mainly in small airways
[9]. The main clinical manifestations of COPD are chronic
and progressive dyspnea, chronic cough and bronchial
hypersecretion, formerly described in terms of “chronic
bronchitis” and “pulmonary emphysema” [7].

COPD is also known to have several extrapulmonary
manifestations, including a reduction in bone mineral dens-
ity, body mass index and muscle strength. These manifesta-
tions are closely linked to increased systemic inflammation
and oxidative stress generated by smoking, the main agent
in the pathophysiology of this disease [10,11].

In the 1970s, the association between smoking and bone
fracture in postmenopausal women was described [12].
Experimental and in vitro studies have also shown that smoking
can affect bone remodeling by inducing a reduction in bone
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mineral density [13,14], stimulating osteoclastogenesis, inhibit-
ing osteoblastogenesis [15] and altering bone fibrillar matrix
[16]. Smoking has also shown deleterious effects, promoting
delayed healing or even nonhealing of fractures [17,18].

In patients diagnosed with COPD, a reduction in bone
mineral density (osteopenia/osteoporosis) and a higher
prevalence of vertebral fractures have also been identified
[11]. Vertebral fracture due to bone insufficiency in a
patient with COPD generates morbidity not only related to
the fracture itself but also to the impairment of pulmonary
function due to the reduction of the thoracic cavity volume.

Studies in an experimental model of COPD have shown that
long-term COPD can impair the normal growth of the lumbar
vertebrae, as well as deteriorate bone quality by disorientation
of collagen fibers [19]. Similarly, in an elastase-induced model,
some authors showed that the lumbar vertebrae and femurs/
tibiae exhibited trabecular bone loss and impaired osteogenic
activity at the 24-week follow-up [20].

Collagens are a heterogeneous family of extracellular
matrix glycoproteins and are involved in the formation of
macromolecular networks with not only supportive func-
tions but also effects on cell differentiation, adhesion, migra-
tion and proliferation [21].

Type I collagen makes up 90% of bone organic mass and
is the major collagen in tissues such as tendons, skin, liga-
ments, cornea and interstitial connective tissues. This mol-
ecule is responsible for bone biomechanical properties of
tensile strength, compression and torsion, especially after
calcification [22]. Its triple helix is composed of two identi-
cal alpha-1 and one alpha-2 [¢1 (I) 2 a2 (I)] chains synthe-
sized from the COL1AI and COL1A2 genes [23].

Considering the importance of type I collagen in bone tis-
sue integrity to support mechanical forces and the increase in
bone fragility in smokers and COPD patients [19,20], this
study aims to evaluate the temporal effect of cigarette smoke
exposure and smoking cessation on the bone collagen matrix
during COPD development in a cigarette smoke-induced
model. To our knowledge, no previous study has focused on
the long-term temporal effects of cigarette smoke on changes
in type I collagen fibers of the bone matrix.

Methods
Experimental procedures
This experimental study required sixty-six C57BL/6 young

adult male mice (6-8 weeks), with an average weight of 26g,

1 mo

provided by the Central Animal Facility of the University of
Sao Paulo School of Medicine. All animals received care in
compliance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals [24]. This study was approved by the
Review Board for human and animal studies from the
University of Sao Paulo School of Medicine (Project Number
937/2017).

The animals were housed in specific polypropylene boxes
for mice (approximately 5 animals/box) with the following
measures (30 x 20 x 13cm) at the Experimental Therapeutics
Laboratory. All animals had unrestricted access to water and
feed (Nuvilab® CR-1 Irradiada, Quimtia S.A., Colombo/PR,
Brazil) containing 1.4% calcium and 0.8% phosphorus. The
animals were also maintained in a 12-hour light-dark cycle,
with light from 7 am to 7 pm, at an ambient temperature of
20+2°C and were cared for a trained and qualified profes-
sional. An acclimatization period of at least 3 weeks was
established.

Experimental groups

The animals were randomly assigned to three groups: con-
trol (C), composed of 30 animals exposed to filtered air for
I month (Cl1=10), 3months (C3=10) and 6 months
(C6=10) until euthanasia; smoke (S), composed of 30 ani-
mals exposed to cigarette smoke for 1month (S1=10),
3 months (S3 =10) and 6 months (S6 =10) until euthanasia;
and provisional smoke (PS), composed of 6 animals exposed
to cigarette smoke for 3 months, followed by another
3 months of exposure to filtered air (Figure 1).

Exposure to cigarette smoke to induce COPD

Exposure to cigarette smoke was performed according to a
protocol previously described by Toledo et al. [25], which
involves using a 28L inhalation chamber containing two
inlet points for air and smoke supplies, one outlet point and
one aerator to increase the air/smoke mixture. The synthetic
air, connected to one of the inlets, has a flow rate of 2L/
min. The synthetic air connected to the second inlet has a
flow rate of 1.5L/min and passes through a Venturi system
connected to a lit cigarette that suctions the smoke into the
chamber (Figure 2). The levels of carbon monoxide (CO)
maintained inside the chamber ranged from 250 to 350 ppm.
The animals were exposed to 10 commercially filtered ciga-
rettes per exposure (0.8 mg nicotine, 10 mg tar and 10mg

3 mo 6 mo

Day 1

Euthanasia
C1/81

Euthanasia
C3/S3

| >

Euthanasia
C6/S6/PS

Figure 1. Timeline of the study. mo: month; C1: control group 1 month (10 animals); S1: smoke group 1 month (10 animals); C3: control group 3 months (10 ani-
mals); S3: smoke group 3 months (10 animals); C6: control group 6 months (10 animals); S6: smoke group 6 months (10 animals); PS: provisional smoking group

(6 animals).
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Figure 2. Cigarette smoke exposure chamber.

CO). This form of exposure maintains an average concentra-
tion of carboxyhemoglobin at 10+1.3% and a total concen-
tration of particulate matter at approximately 354.8 +50.3 ug/
m’.day. Animals were exposed twice a day for 30min per
exposure, 5days per week over 1, 3 and 6 months depending
on the exposure group (S1=1month, S3=3months,
$6 =6 months). Control animals C1, C3 and C6 received only
filtered air for 1, 3 and 6 months.

During the exposure to cigarette smoke, we had some
animal losses related to the time of exposure and prolonged
follow-up. Losses occurred in groups C6 (3 animals), S1 (1
animal), S3 (2 animals) and PS (2 animals).

Evaluation of respiratory mechanics

To evaluate the respiratory mechanics, we intraperitoneally
anesthetized the animals with thiopental (50mg/kg), and
they were tracheostomized with the installation of a 20G
vascular catheter connected to a respirator for small animals
(FlexiVent, SCIREQ, Canada).

To avoid respiratory efforts and interference in the analy-
ses, we administered pancuronium (0.2 mg/kg), a nondepo-
larizing neuromuscular blocker, to the animals, followed by
mechanical ventilation at a tidal volume of 10mL/kg and
respiratory rate of 120 cycles/minute.

To calculate the system impedance (ZL), we used the
constant phase model described by Hantos et al. [26], in
which Raw and Iaw represent the airway resistance and the
airway inertance (without interference from lung tissues); j
is an imaginary unit; o is the angular frequency; Gtis
assesses pulmonary tissue resistance; and Htis evaluates lung
tissue elastance (accumulated energy).
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CO: 250-350 ppm

Flow:
2.0 L/min
Venturi Synthetic Air
Supply
Flow: /
1.5 L/min
1500

Thus, ZL =Raw +j. w. law + (Gtis - j. Htis)/»” and « = (2/7).
arctg (Htis/Gtis).

The values of Htis and Gtis were multiplied by the body
weight of each animal to obtain normalized values. This
normalization has been described in previous studies and is
performed due to the weight variability caused by exposure
to cigarette smoke over the months [25,27,28]. Data of body
weight of each group are shown in Table 1.

Histological evaluation of alveolar enlargement

After assessment of the respiratory mechanics, the animals
were euthanized at the times corresponding to each group
(1, 3 or 6 months). Euthanasia was performed by exsanguin-
ation through a section of the inferior vena cava.

The lungs were removed and fixed in 10% formaldehyde
through tracheal catheterization and infusion at constant
pressure (20cm H,O) for 24h [29]. The fixed lungs were
later included in paraffin cross-sections with a thickness of
4um and underwent histological preparation with hema-
toxylin and eosin staining (H&E).

The microscopic quantification of alveolar enlargement
was carried out through the evaluation of the mean linear
intercept (Lm), an index that is equivalent to the mean
diameter of the distal air spaces [30].

Conventional morphometric analysis was performed
using a standard optical microscope (Olympus U-DO,
Olympus Co., Japan) using the principle of counting points
in tissue structures described by Hsia et al. (2010) [31].
Through a reticule with 100 points and 50line segments, in
a 200x magnification and analysis of 15 random fields, the
number of times the lines of the reticulum cross (intercept)
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Table 1. Data of body weight of each group are shown as mean and standard
deviation.

Body Weight
Group (grams; mean + standard deviation)
1 241£07
a 252426
c6 313124
s1 21710
s3 264£2.1
S6 28.1%20
PS 30.0+3.8

C: control groups (C1, 1 month; C3, 3 months; C6, 6 months); S: smoke groups
(S1, 1 month; S3, 3 months; S6, 6 months); PS: provisional smoke.

the walls of the alveoli was quantified. Bronchi and vascular
structures were eliminated from the analysis.

The Lm index (um) was calculated by the ratio of the
sum of all segments of the reticulum (Ltotal = 2500 um) by
the average number of times that the lines of the reticulum
intersect the walls of the alveoli (Nm) in the most peripheral
regions of the parenchyma and around the airways.

Thus, Lm = Ltotal/Nm and Lm = 2500 um/Nm.

After euthanasia at the specified times (1, 3 or 6 months)
and lung extraction, all animals underwent femoral and tib-
ial bone extraction procedures (Figure 3).

Immunofluorescence and morphometry

To perform immunostaining for type I collagen, the tibiae
of each animal were extracted and cleaned from adjacent tis-
sues. A 4um thick slices were mounted on slides previously
treated with 3-aminopropyltriethoxy silane (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA), dewaxed in xylene and hydrated
in graded ethanol. For negative controls, the sections were
incubated with fetal bovine serum instead of primary anti-
body. The same treatment was carried out for immunofluor-
escence detection.

For exposure and recovery of antigenic sites, the samples
were submitted to digestion with citrate buffer, pH = 6.0
(Diagnostic BioSystems, CA, USA), for 10min at 95°C. For
the immunodetection of collagen type I, nonspecific sites
were blocked with 5% bovine serum albumin (BSA) in phos-
phate-buffered saline (PBS) for 30 min at room temperature.
Then, the samples were incubated overnight at 4°C, in a
humidified atmosphere, with rabbit polyclonal antibodies type
I collagen (1:50, Rockland Immunochemicals, Gilbertsville,
PA, USA) diluted in PBS solution plus BSA 1%. The samples
were washed in PBS with 0.05% Tween 20 and incubated for
60min at room temperature with Alexa 488-conjugated goat
antirabbit IgG (1:200, Invitrogen, Life Technologies, OR,
USA), diluted in PBS containing 0.005% Evans blue [32].

The immunostained slides were viewed using an Olympus
BX-51 immunofluorescence microscope (Olympus BX51,
Olympus Co., Tokyo, Japan). Histomorphometry was used to
quantify the presence of fibers immunostained with collagen
type I in the bone trabeculae in the tibial proximal metaphyseal
region via digitalized image analysis at 400x magnification.

The digitalization and image evaluation system consists of
a photographic camera (Olympus Co., St. Laurent, Quebec,
Canada), attached to the immunofluorescence microscope,

which captures the images and sends them to the monitor
through a scanning system (Oculus TCX, Coreco, Inc., St.
Laurent, Quebec, Canada). The images are then processed
using specific software (Image - Pro Plus 6.0.) that allows the
analysis of the immunostained fibers in green tones, and the
results are presented as a percentage in relation to the total
area of the trabeculae. The final result of each slide is
described as the average of all bone trabeculae evaluated.

Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction
(QRT-PCR)

For the evaluation of COLIAI gene expression, the femoral
bone tissues, previously extracted and cleaned from adjacent
tissues, were stored at —80 °C. After completion of the expo-
sures in all groups, the tissues were macerated to isolate
total RNA according to the standard RNA Trizol® isolation
protocol (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA).

The RNA was dissolved in 20 ul of deionized H,O and
treated with  diethylpyrocarbonate (DEPEC; Merck,
Germany), which is a strong ribonuclease inhibitor. Total
RNA was quantified by optical density measurements
(NanoVue Plus® Spectrophotometer; GE).

We performed reverse transcription from the RNA to
cDNA using the Super Script lll First-Strand Synthesis Super
Mix for qRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The
sequence of the genes of interest was acquired through at
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide, and is shown in
Table 2. Gene expression was evaluated using a StepOnePlus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) and SYBR Green as the fluorescent dye (Platinum
SYBR Green qPCR SuperMix-UDG from Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). All reactions were accompanied by a
negative control (all reagents, except the sample). The
amplifications were normalized using the GAPDH house-
keeping gene as an internal control, since its expression
remains constant in mice and is not influenced by exposure
to cigarette smoke.

Gene expression was assessed using the 2-AACt method
[33]. In this method, the ACt that corresponds to the num-
ber of Ct (cycle threshold) of the studied gene normalized
by the Ct of the GAPDH gene is calculated. The Ct of the
target gene corresponds to the number of amplification
cycles necessary for the accumulated fluorescence signal of
the reaction to exceed the threshold.

Thus, ACtcoria; =
ACtcoriar — ACtcontrol Mean

CtCOLIAI CtGApDH and AACt =

The qRT-PCR reactions were standardized to determine
the best annealing temperature for the gene under study.
The sizes of the fragments generated by qRT-PCR were vali-
dated on a 1.5% agarose gel and stained with ethidium
bromide. The cycling conditions for all genes were as fol-
lows: 95°C for 10min, followed by 35 cycles at 95°C for
155, 60°C for 30s, and 72°C for 30s. A melting curve was
performed to verify and certify a single fluorescence peak
for each sample analyzed (95°C for 15s, 65°C for 30s, and
95°C for 155s).
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Figure 3. Extracted tissues (femur, tibia and lung). The dissected bones were completely clean from the surrounding tissues to avoid interference in gene expres-

sion analysis.

Table 2. Oligonucleotides employed for quantitative qRT-PCR.

Gene Sense 3'— 5’ Antisense 5'— 3’
COL1A1  GAG CGG AGA GTA CTG GAT CG  GCT TCT TTT CCT TGG GGT TC
GAPDH  ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA

Statistical analysis

All comparison data among the smoke (S), control (C)
and provisional smoke (PS) groups at the different times
studied were performed using IBM SPSS® Statistics V21.0
for Windows software. The level of significance used was
5% (o=0.05).

The descriptive analyses for the quantitative data that
showed normal distribution are expressed as the mean and
standard deviation. For quantitative data without a normal
distribution, the results are expressed as the median and
interquartile range IQ (25-75%). The assumptions of the
normal distribution in each group and the homogeneity of
the variances among groups were evaluated using the
Shapiro-Wilk test and the Levene test, respectively.

For the quantitative data that showed a normal distribu-
tion in which two factors (group and time) were analyzed,
the double factor analysis of variance test (ANOVA) was
used, and when it was necessary to perform multiple com-
parisons of means, the Bonferroni test was used. When the
data did not present a normal distribution, we used the
Mann-Whitney test for the group factor. For the time fac-
tor, the Kruskal-Wallis test was used, and when it was
necessary to perform multiple comparisons, the Dunn test
was used.

In the comparison among groups (control, smoke and
provisional smoke) with a time of six months, one-way
ANOVA was used.

Results
Respiratory mechanics

The parameters of the mechanical assessment of the respira-
tory system, which included Raw, Gtis and Htis in the con-
trol and smoking groups with 1 (C1 and S1), 3 (C3 and S3)
and 6 months (C6, S6 and PS) of follow-up, are shown in
Figures 4-6, respectively.

The assessment of airway resistance (Raw) did not show
any significant difference between the experimental groups
(Figure 4(A)) [C1 x S1 (p=0.572), C3 x S3 (p=0.212), C6
% S6 (p=0.529)]. Moreover, there was no significant differ-
ence between the control groups or between the smoke
groups over time (Figure 4(B)) [C1 x C3 x C6 (p=10.439),
S1 x S3 x S6 (p=0.112)]. The results also showed that for
this parameter (Raw), the control condition and smoking
are independent of time (p=0.321) (Figure 4(C)). After
addition of the PS group in the analysis of the 6-month
groups (Figure 4(D)), there was also no significant difference
among the groups (p =0.570).

The assessment of pulmonary tissue resistance (Gtis) nor-
malized by weight showed a reduction in the values in the
groups with exposure to cigarette smoke compared to the
control groups with 3 and 6 months of follow-up (Figure
5(A)) [C1 x S1 (p=0.970), C3 x S3 (p=0.045), C6 x S6
(p <0.001)]. There was no significant difference among the
control groups over time (Figure 5(B)) [C1 x C3 x Cé6
(p=0.151)]. However, there was a significant reduction
among the groups with exposure to cigarette smoke over
time (Figure 5(B)) [SI x S3 x S6 (p=0.002)], and the
Bonferroni post-test for multiple comparisons showed that
there was a difference between SI and S6 (p=0.001). The
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Figure 4. Airway resistance assessment (Raw). Statistical analyses were performed with double factor analysis of variance test (ANOVA) in A, B and C; and one-way
ANOVA test in D. The data are shown as mean and standard deviation (Control: 1 mo, n=10; 3mo, n=10; 6 mo, n=7. Smoke: 1mo, n=29; 3mo, n=_§; 6 mo,

n=10. PS: n =4). PS: provisional smoke. mo: month.
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Figure 5. Assessment of lung tissue resistance (Gtis). Statistical analyses were performed with double factor analysis of variance test (ANOVA) in A, B and C; and
one-way ANOVA test in D. The data are shown as mean and standard deviation (Control: 1 mo, n=10; 3mo, n=10; 6mo, n=7. Smoke: Tmo, n=9; 3mo, n=3§;
6 mo, n=10. PS: n=4). PS: provisional smoke. mo: month. *Statistically significant difference present in the Bonferroni post-test.

results also showed that for this parameter (Gtis), control
and smoking are time-dependent (p =0.001) (Figure 5(C)).
After addition of the PS group in the analysis of the 6-
month groups (Figure 5(D)), there was a significant differ-
ence among the groups (p<0.001), and the Bonferroni
post-test for multiple comparisons showed that a difference
was observed for C6 x S6 (p<0.001) and C6 x PS
(p=0.013) but not for S6 x PS (p=0.977), indicating that
the 3-month pause of exposure to cigarette smoke that

occurred in the PS group did not result in any improvement
in the analyzed parameter (Gtis) compared to that in the
S6 group.

The assessment of lung tissue elastance (Htis) normalized
by weight showed a reduction in the values in the groups
with exposure to cigarette smoke compared to the control
groups with 3 and 6 months of follow-up (Figure 6(A)) [Cl
xx 81 (p=0.490), C3 x 83 (p=0.002), C6 x S6
(p <0.001)]. There was no significant difference between the
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Figure 6. Assessment of lung tissue elastance (Htis). Statistical analyses were performed with double factor analysis of variance test (ANOVA) in A, B and G and
one-way ANOVA test in D. The data are shown as mean and standard deviation (Control: 1mo, n=10; 3mo, n=10; 6 mo, n=7. Smoke: Tmo, n=9; 3mo, n=3§;
6mo, n=10. PS: n =4). PS: provisional smoke. mo: month. *Statistically significant difference present in the Bonferroni post-test.

control groups over time (Figure 6(B)) [C1 x C3 x Cé6
(p=0.536)]. However, there was a significant reduction
among the groups with exposure to cigarette smoke over
time (Figure 6(B)) [S1 x S3 x S6 (p=0.014)], and the
Bonferroni post-test for multiple comparisons showed that a
difference occurred between S1 and S6 (p=0.012). The
results also showed that, for this parameter (Htis), control
and smoking are time dependent (p=0.023) (Figure 6(C)).
After addition of the PS group in the analysis of the 6-
month groups (Figure 6(D)), there was a significant differ-
ence among the groups (p=0.002), and the Bonferroni
post-test for multiple comparisons showed that a difference
occurred only between C6 and S6 (p=0.002) and not
between C6 and PS (p=0.138) or S6 and PS (p=0.654).
Therefore, exposure to cigarette smoke generated altera-
tions in the respiratory mechanics with a reduction in Gtis
and Htis from the 3rd month and with progressive and
dependent effects over time. In addition, the expected
improvement in the PS group associated with a 3-month
break from exposure to cigarette smoke was not evident.

Alveolar enlargement

The assessment of the distal lung parenchyma by calculating
the mean linear intercept (Lm) in the smoking and control
groups at 1 (C1 and S1), 3 (C3 and S3) and 6 months (C6,
S6 and PS) of follow-up is shown in Figure 7.

We found a significant increase in Lm in the groups
exposed to cigarette smoke compared to the control groups at
all studied times (Figure 7(A)) [C1 x S1 (p=0.001), C3 x S3
(p=10.021), C6 x S6 (p=10.001)]. There was no significant dif-
ference among the control groups over time (Figure 7(B)) [Cl
x C3 x C6 (p=0.482)]. Moreover, there was no significant

difference among the groups with exposure to cigarette smoke
over time (Figure 7(B)) [SI x S3 Xx S6 (p=10.729)]. The
results also showed that for this parameter (Lm), control and
smoking are independent of time (p=0.698) (Figure 7(C)).
After addition of the PS group in the analysis of the 6-month
groups (Figure 7(D)), there was a significant difference among
the groups (p=10.005), and the Bonferroni post-test for mul-
tiple comparisons showed that a difference occurred between
C6 and S6 (p=0.006) and C6 and PS (p=0.042) but not
between S6 and PS (p>0.999), indicating that the 3-month
pause of exposure to cigarette smoke that occurred in the PS
group did not result in any improvement in the analyzed par-
ameter (Lm) compared to that of the S6 group.

Therefore, exposure to cigarette smoke caused alterations
in the lung parenchyma from the 1st month; however, there
was no evidence of a progressive effect over the months. In
addition, the expected improvement in the PS group associ-
ated with a 3-month break from exposure to cigarette smoke
was not evident.

Abnormal microscopic features of type I collagen in
early stages of COPD

Immunofluorescence staining for type I collagen (Figure 8(A))
shows a uniform labeling pattern for collagen, identified by the
intense bright green fluorescence in the trabecular bone of C1
group, in contrast to a marked decrease of fluorescence in the
S1 group (Figure 8(B)). Likewise, the histological pattern and
reduction immunostaining was found in the C3 and S3 groups
(Figure 8(C and D)).

In Figure 8(E and F) we identified a slight decrease in
the expression of collagen in C6 group when compared with
C1 and C3 groups. However, the decrease in the expression
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Figure 7. Histological assessment of the mean linear intercept (Lm). Statistical analyses were performed with double factor analysis of variance test (ANOVA) in A, B
and G and one-way ANOVA test in D. The data are shown as mean and standard deviation (Control: 1 mo, n=10; 3mo, n=10; 6 mo, n=7. Smoke: 1mo, n=29;
3mo, n=28; 6mo, n= 10. PS: n = 4). PS: provisional smoke. mo: month. *Statistically significant difference present in the Bonferroni post-test.

Figure 8. Immunofluorescence staining for type | collagen shows a uniform labeling pattern for collagen identified by the intense bright green fluorescence in the
trabecular bone (arrows) of control groups with a slight decrease in 6 months compared with 1 and 3 months (A, C and E) and a marked decrease of fluorescence in

smoke groups (B, D and F). mo: month.

of type I collagen in the S6 group was more evident when
compared with the C6 group.

Our histomorphometric results confirm our morpho-
logical findings and show a reduction in type I collagen in
the groups exposed to cigarette smoke compared to the con-
trol groups at all times of follow-up (Figure 9(A)) [C1 x Sl
(p=0.003), C3 x S3 (p<0.001), C6 x S6 (p=0.003)].
There was no significant difference among the control
groups over time (Figure 9(B)) [C1 x C3 x C6 (p=0.204)].

However, there was a significant reduction among the
groups with exposure to cigarette smoke over time (Figure
9(B)) [S1 x S3 x S6 (p=0.019)], and Dunn’s post-test for
multiple comparisons showed that a difference was detected
between S1 and S6 (p=0.023) but not between S1 and S3
(p=0.123) or S3 and S6 (p > 0.999).

After addition of the PS group in the analysis of the 6-
month groups (Figure 10), there was a significant difference
between the groups (p < 0.001), and the Bonferroni post-test



for multiple comparisons showed that a difference occurred
between C6 and S6 (p <0.001) and C6 and PS (p < 0.001)
but not between S6 and PS (p =0.668).

Therefore, exposure to cigarette smoke generated altera-
tions in the composition of the bone fibrillar matrix from
the 1st month with a progressive effect over time regarding
the reduction of type I collagen. In addition, the expected
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improvement in the PS group associated with a 3-month
break from exposure to cigarette smoke was not evident.

COL1A1 gene expression analysis

The assessment of COLIAI gene expression in the smoking and
control groups at 1 (C1 and S1), 3 (C3 and S3) and 6 months
(C6, S6 and PS) of follow-up is shown in Figures 11 and 12.
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Figure 9. Immunohistochemical assessment of type | collagen fibers. Statistical
analyses were performed with Mann-Whitney test in A and Kruskal-Wallis test
in B. Results are presented as an average percentage of type | collagen in rela-
tion to the total area of the trabeculae. The data are shown as median and
interquartile range 1Q (25 - 75%). (Control: 1Tmo, n=10; 3mo, n=10; 6 mo,
n=7. Smoke: 1mo, n=9; 3mo, n=_8; 6mo, n= 10). mo: month. *Statistically
significant difference present in the Dunn post-test.

Type | Collagen (6 mo)

100
90
80
70
60
50
40

(%)

Control

[ 1mo W 3mo [ 6mo

Figure 11. Assessment of COL1AT gene expression. Statistical analyses were
performed with Mann-Whitney test in A and Kruskal-Wallis test in B. The data
are shown as median and interquartile range 1Q (25 - 75%). (Control: 1 mo,
n=10; 3mo, n=10; 6mo, n=7. Smoke: 1Tmo, n=9;, 3mo, n=8; 6mo,
n = 10). mo: month. a.u.: arbitrary unit.

p<0.001

30 -

20 -

10

o —— e ——————— —

Smoke PS

Figure 10. Immunohistochemical assessment of type | collagen fibers among the groups at 6 months of follow-up (C6, S6 and PS). Statistical analyses were per-
formed with one-way ANOVA test. Results are presented as an average percentage of type | collagen in relation to the total area of the trabeculae. The data are
shown as mean and standard deviation (Control: 6 mo, n = 7. Smoke: 6 mo, n = 10. PS: n = 4). PS: provisional smoke. mo: month. *Statistically significant difference

present in the Bonferroni post-test.
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Figure 12. Assessment of COLTAT gene expression among the groups at 6 months of follow-up (C6, S6 and PS). Statistical analyses were performed with one-way
ANOVA test. The data are shown as mean and standard deviation (Control: 6 mo, n = 7. Smoke: 6 mo, n = 10. PS: n = 4). PS: provisional smoke. mo: month. a.u.: arbi-

trary unit. *Statistically significant difference present in the Bonferroni post-test.

We observed a reduction in the gene expression levels in
the groups exposed to cigarette smoke compared to the con-
trol groups at 3 and 6 months of follow-up (Figure 11(A))
[C1 x S1 (p=0.073), C3 x S3 (p=0.014), C6 x S6
(p=0.018)]. There was no significant difference among the
control groups over time (Figure 11(B)) [C1 x C3 x C6
(p=0.927)]. There was also no significant difference among
the groups with exposure to cigarette smoke over time
(Figure 11(B)) [S1 x S3 x S6 (p=0.394)].

After addition of the PS group in the analysis of the 6-
month groups (Figure 12), there was a significant difference
among the groups (p=0.001), and the Bonferroni post-test
for multiple comparisons showed that a difference occurred
only for S6 x PS (p=10.001).

Therefore, exposure to cigarette smoke generated a reduc-
tion in the gene expression of COLIAI from the 3rd month.
In addition, the expected improvement in the PS group
associated with a 3-month break from exposure to cigarette
smoke was shown by the increased gene expression, but no
improvement in the type 1 collagen deposition was shown
by immunohistochemistry.

Discussion

Early in the development of COPD, we observed a worsen-
ing in functional and structural lung parameters with con-
comitant changes in the composition of the bone collagen
matrix characterized by a reduction of type I collagen that
remained until the end of the protocol.

Although the destruction of the lung parenchyma was
identified from the 1st month through the increase in Lm,
the reductions in resistance (Gtis) and elastance (Htis) were
confirmed only after the 3rd month. [34]. In animal models,
the structural changes generally occur earlier than the func-
tional changes [35]. These differences occur due to initial
tissue edema and technical difficulties in assessing respira-
tory mechanics in small animals. Functional changes were
detected only with greater structural damage [27,35].

The structural and functional changes in the lung, char-
acterizing COPD development, were maintained throughout
the protocol, and the functional parameters progressively

worsened over time. There was no improvement in those
parameters in the group in which exposure to cigarette
smoke was interrupted for 3 months (PS group). However,
smoking cessation does not always ameliorate chronic lung
conditions. De Cunto et al. (2018) [36] demonstrated that
even after 6 months of smoking cessation, C57Bl6 mice still
showed persistent inflammation, progressive parenchymal
deterioration as well as airway remodeling. This situation is
characterized by a persistent activation of NFkB and a sig-
nificant up-regulation of proinflammatory cytokines and
chemokines gene expression (i.e. IL-6, IL-8, KC and MIP-1).

Once the effectiveness of the experimental model for induc-
ing COPD was demonstrated, we performed the bone tissue
analysis. Although fragility of bone tissue in smoking patients
has been a recurrent theme in the literature due to loss of
bone mass [37], increased risk of fractures [38,39], increased
risk of nonconsolidation or delayed fracture consolidation
[16,18,40], the physiological mechanisms involved in this pro-
cess are poorly understood. Smoking generates a systemic
inflammatory process characterized by a marked increase
in cytokines expression, such as TNF-alpha and IL-17
induced MCP-1, leading the osteoclast differentiation [41].
The dynamic regulation of osteoclastogenic and anti-
osteoclastogenic cytokines is important in maintaining the bal-
ance between bone-resorbing osteoclasts and bone-forming
osteoblasts, which eventually affects bone integrity [42].

Recently, Sasaki et al. (2018) [19] showed deterioration of
bone tissue in mice exposed to cigarette smoke (more than
20 weeks of exposure) with the disorganization of total colla-
gen fibers and misalignment of apatite crystals. In our study,
we verified a progressive reduction in the proportion of type
I collagen over time from the 1st month, as well as in the
gene expression of COLIAL

These results corroborate with previous experimental and
clinical findings. Rothem et al. (2009) [43] in human osteo-
blastic cell culture (MG63) showed that nicotine at high
concentrations has toxic, antiproliferative and negative regu-
latory effects on type I collagen gene expression. Likewise,
Theiss et al. (2000) [44], using an experimental model of
vertebral fusion, showed a reduction in the gene expression
of type I collagen in the bone callus of rabbits exposed to a
nicotine solution in a 4-week follow-up. Diniz-Fernandes



et al. (2018) [45] studied patients diagnosed with posterior
tibial tendinopathy and showed a decrease in the deposition
of type I collagen in the tendon that was associated with a
reduction in the mechanical resistance of the tissue.

Smoking has been described by their cytotoxic effects in
fibroblasts and osteoblasts, worsening these cells activity and
the collagen production [16] as we observed in animals that
were exposed to cigarette smoke that showed reduction in
type I collagen as well as in expression of COLIAI. Evidence
from in vitro studies showed that higher levels of nicotine,
main compound of cigarette smoke, induces worsening in
osteoblasts function with consequent decreased proliferation
and impaired collagen synthesis [46-48]. In this context, the
interruption of smoking habit before the elective surgeries
have been used to diminish the time required for bone heal-
ing as well the complications after surgery [49-51] and, after
smoking cessation, lower levels of nicotine is detected in
serum and urine of these patients [52].

In our study, the effect of smoking cessation on bone tis-
sue turnover was studied through the provisional smoke (PS)
group, in which the mice had a 3-month break in cigarette
smoke exposure. Although, we did not observe bone struc-
tural improvements related to a 3-month exposure pause, we
have already detected an important increase in COLIAI gene
expression, suggesting initial events in order to increase type
I collagen deposition. Most likely, a longer follow-up PS
group would identify a structural improvement.

In the humans, after smoking cessation, there is a rapid
decline in nicotine and CO levels; in 1week, the majority of
nicotine metabolites are eliminated, and in 2 months, viscosity
and blood flow improve in the limbs [38,53], however the
improvement in the bone mineral density in postmenopausal
women was observed only 1lyear after smoking cessa-
tion [54].

In our study, we did not observe pulmonary or bone
structural improvements related to a 3-month exposure pause,
but we did detect an important increase in COLIAI gene
expression in the PS group related to cessation of exposure.
Most likely, a longer follow-up in this group would identify a
structural improvement that was preceded by the change in
gene expression, which we could detect earlier.

To our knowledge, no previous study has focused on the
long-term temporal effects of cigarette smoke on structural
changes of the bone matrix. This study will contribute to a
better understanding of the extrapulmonary manifestations
of COPD as well as to improve the clinical management in
bone diseases that are worsened by smoking habit.

Conclusion

We showed that a worsening in bone collagen matrix is part
of the initial physiopathological events during COPD develop-
ment and the smoking cessation induced an evident recovery
of COLIAI expression, possibly to attempt at tissue repair.
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