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RESUMO

GALLI, TT. Efeitos da exposi¢cédo a poluicdo ambiental advinda da pelotizacéo
do minério de ferro na mecéanica pulmonar, inflamacéo, estresse oxidativo e
remodelamento da matriz extracelular em camundongos saudaveis e com
enfisema pulmonar induzido por elastase. 2023. Tese (Doutorado em Ciéncias
Médicas) - Faculdade de Medicina. Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2023.

Introducdo: A exposicdo ambiental a poeira mineral e poluentes ambientais
presente em cidades industrializadas pode ter efeitos prejudiciais em individuos
saudaveis e especialmente aqueles com DPOC. Objetivo: Avaliar o impacto da
exposicdo ambiental a poeira de metal em duas localidades diferentes em
Vitéria - ES, Brasil, que sdo centros de mineragdo, nos mecanismos
pulmonares, inflamacdo, remodelamento, resposta ao estresse oxidativo em
camundongos induzidos com elastase e seus controles e comparar com 0S
animais mantidos no biotério de S&o Paulo - SP. Materiais e Métodos: O
estudo utilizou 72 camundongos machos da linhagem C57BI/6, divididos em 6
grupos: controle ndo exposto (SAL), ndo exposto e que receberam elastase
(ELA), exposto ao p6 de metal em uma empresa de mineracdo (SAL L1 e ELA
L1) e exposto a uma localidade a 5 km de distancia da empresa de mineracao
(SAL-L2 e ELA-L2) durante quatro semanas, no inverno e no verdo. No 29° dia
do protocolo, foram avaliados a mecanica pulmonar, o fluido do lavado
broncoalveolar (FLBA), a inflamacdo, o remodelamento, o estresse oxidativo e
as alteracfes no septo alveolar (intercepto linear médio - Lm). Resultados:
ELA, ELA L1 e ELA L2 apresentaram um aumento em Lm em compara¢ao com
0S grupos SAL (p<0,05). Houve um aumento no namero total de células e
macréfagos em ELA L1 e ELA L2 em comparagdo com 0S outros grupos
(p<0,05). Os grupos expostos (ELA L1, ELA L2, SAL L1 e SAL L2)
apresentaram aumento na expressao celular de marcadores inflamatorios (IL-
18, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e neutrdéfilos) (p<0,05), marcadores de
remodelamento (TIMP-1, MMP-9, MMP-12, TGF-B3, fibras colagenas e
MUCS5AC), estresse oxidativo (iNOS) e mecanismos envolvidos (NFkB) em
comparacao com ELA e SAL (p<0,05). Embora ndo tenham sido observadas
diferencas nas medidas de mecanica pulmonar entre os grupos, houve
correlacdes baixas a moderadas desses parametros (elasténcia e resisténcia
do tecido pulmonar) aos marcadores avaliados (p<0,05). Conclusdo: Com
excecdo das medidas a mecéanica pulmonar, a exposi¢cdo ambiental ao pé de
ferro e poluentes ambientais contribuiu para o agravamento da inflamacéao,
remodelamento e resposta ao estresse oxidativo pulmonar em camundongos
expostos, com e sem enfisema. Os mecanismos envolvidos dependem da
ativacao de iNOS e NFkB.

Palavras-Chave: Doenca pulmonar obstrutiva cronica. Poluicdo ambiental.

Estresse oxidativo. Inflamag&o. Remodelamento. Modelos animais.



ABSTRACT

GALLI, TT. Effects of environmental pollution derived from iron ore pelletization
on lung mechanics, inflammation, oxidative stress, and extracellular matrix
remodeling in healthy mice and mice with elastase-induced pulmonary
emphysema. 2023. Thesis (Doctorate in Medical Sciences) - Faculty of
Medicine, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Introduction: Environmental exposure to mineral dust and environmental
pollutants present in industrialized cities can have detrimental effects on healthy
individuals, particularly those with COPD. Objective: To evaluate the impact of
environmental exposure to metal dust in two different locations in Vitéria - ES,
Brazil, which are mining centers, on lung mechanisms, inflammation,
remodeling, oxidative stress response in elastase-induced mice and their
controls, and compare them with animals kept in the S&o Paulo - SP animal
facility. Materials and Methods: The study used 72 male C57BI/6 mice, divided
into 6 groups: non-exposed control (SAL), non-exposed and elastase-treated
(ELA), exposed to metal dust in a mining company (SAL L1 and ELA L1), and
exposed to a location 5 km away from the mining company (SAL L2 and ELA
L2) for four weeks, in winter and summer. On the 29th day of the protocol, lung
mechanics, bronchoalveolar lavage fluid (BALF), inflammation, remodeling,
oxidative stress, and alveolar septal changes (mean linear intercept - Lm) were
evaluated. Results: ELA, ELA L1, and ELA L2 showed an increase in Lm
compared to SAL groups (p<0.05). There was an increase in total cell number
and macrophages in ELA L1 and ELA L2 compared to the other groups
(p<0.05). The exposed groups (ELA L1, ELA L2, SAL L1, and SAL L2) showed
increased cellular expression of inflammatory markers (IL-13, IL-6, IL-10, IL-17,
TNF-a, and neutrophils) (p<0.05), remodeling markers (TIMP-1, MMP-9, MMP-
12, TGF-B, collagen fibers and MUC5AC), oxidative stress (iNOS), and involved
mechanisms (NFkB) compared to ELA and SAL (p<0.05). Although no
differences were observed in lung mechanics measurements among the
groups, there were low to moderate correlations of these parameters (lung
tissue elastance and resistance) with the evaluated markers (p<0.05).
Conclusion: Except for lung mechanics measurements, environmental
exposure to iron dust and environmental pollutants contributed to the worsening
of lung inflammation, remodeling, and oxidative stress response in exposed
mice, with and without emphysema. The involved mechanisms depend on iNOS
and NFkB activation.

Keywords: Chronic obstructive pulmonary disease. Environmental pollution.

Oxidative stress. Inflammation. Remodeling. Animal models
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC):

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é uma condi¢do
pulmonar heterogénea caracterizada por sintomas respiratérios crénicos
(dispneia, tosse, producdo de escarro e/ou exacerbacbes) devido a
anormalidades das vias aéreas (bronquite, bronquiolite) e/ou dos alvéolos
(enfisema) que causam obstrucao persistente, frequentemente progressiva, do
fluxo de ar. (GOLD, 2023). O tabagismo € amplamente reconhecido como o
principal fator de risco para o desenvolvimento da DPOC, aumentando
significativamente o risco de morte relacionada a doenca. Estima-se que entre
15% e 25% dos fumantes desenvolvam a DPOC, e o tabagismo €é responsavel
por até 80% dos casos de DPOC. No entanto, é importante ressaltar que,
mesmo entre os fumantes com a mesma carga tabagica, existem diferencas
individuais que influenciam o risco de desenvolver a doenca. Além disso, a
apresentacdo clinica da DPOC pode variar de pessoa para pessoa,
dependendo da interacdo complexa entre fatores individuais e ambientais
(GOLD 2023).

A DPOC é frequentemente relacionada ao tabagismo, sendo esta a
principal causa da doenca. No entanto, € importante reconhecer que existem
outros fatores, como genéticos e exposicdo a poluentes ambientais e
mecanismos pé existentes que podem contribuir para o desenvolvimento e
apresentacao clinica da DPOC. Para abordar essa diversidade, foi proposta
uma taxonomia (classificacdo) da DPOC, que busca explorar e compreender as
diferentes etiologias da doenca. Essa abordagem visa expandir o
conhecimento e direcionar estudos especificos para os diferentes tipos de
DPOC, além do tabagismo. (GOLD 2023).
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Na situagéo clinica apropriada, a confirmacdo do diagnostico de DPOC
ocorre quando ha presenca de limitacdo ndo completamente reversivel do fluxo
de ar (VEF1/CVF < 0,7 ap0s broncodilatacdo) medida por meio de
espirometria. No entanto, alguns individuos podem apresentar alteracdes
estruturais nos pulmdes (como o enfisema) e/ou anormalidades fisiologicas
(incluindo VEF1 ligeiramente reduzido, retencédo de gases, hiperinsuflacéo,
capacidade de difusdo pulmonar reduzida e/ou declinio rapido do VEF1) sem
apresentar obstru¢éo do fluxo de ar (VEF1/CVF = 0,7 apos broncodilatagdo).
Esses individuos sdo categorizados como "Pré-DPOC", podendo (ou nao)
desenvolver obstrucdo persistente do fluxo de ar (ou seja, DPOC) ao longo do
tempo. (GOLD 2023).

A DPOC é uma das principais enfermidades que contribui para a
morbidade e mortalidade em escala global. Segundo dados do Global Burden
of Disease Study 2019, mencionados pela Global Initiative of Chronic
Obstructive Pulmonary Disease (GOLD), estima-se que aproximadamente 384

milhdes de individuos tenham sido afetados pela DPOC em 2020.

O impacto da DPOC na saude publica é evidente ao considerar sua
relacdo com o nimero de 6bitos. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em 2016, a DPOC foi responsavel por cerca de 3,04 milhdes de
mortes, correspondendo a 5,3% de todas as causas de Obito registradas
naquele ano (OMS, 2018a).

Observa-se uma tendéncia crescente na incidéncia da DPOC,
especialmente em populagbes mais idosas. Enquanto no ano 2000 a DPOC
ocupava a quarta posicao entre as principais causas de mortalidade no mundo,

atualmente ela ja se encontra no terceiro lugar (OMS, 2018b).

Projecdes indicam que a DPOC continuara exercendo um impacto
significativo em termos de morbidade e mortalidade no futuro. Estima-se que
até 2030, a doenca sera responsavel por mais de 4,5 milhdes de 6bitos anuais
em todo o mundo, mantendo-se como a terceira maior causa de morte
globalmente (OMS, 2018b).
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A DPOC néo apenas afeta os pulmdes, mas também tem consequéncias
significativas em todo o sistema do organismo. O processo inflamatério crénico
resulta em alteragdes nos bronquios (bronquite crénica), bronquiolos (bronquite
obstrutiva) e tecido pulmonar (enfisema pulmonar). A extensdo dessas
alteragcbes varia de individuo para individuo e esta relacionada aos sintomas
apresentados (GOLD, 2023).

A gravidade da obstrucdo do fluxo de ar pode ser determinada pela
avaliacdo da reducdo do volume expiratério forcado no primeiro segundo
(VEF1), e os estagios da DPOC sao baseados no VEF1 apés a administracao
de broncodilatador. Além do VEF1l ser um parametro espirométrico
fundamental para diagnostico e classificacdo da gravidade, ele possui

importancia prognéstica. Sabe-se que o declinio acelerado da VEF1 se associa

ao aumento da mortalidade em DPOC (GOLD 2023).

Pacientes com enfisema pulmonar avangado geralmente apresentam
caracteristicas como magreza, respiracdo acelerada (taquipneia), formato de
térax em barril, som de timpanismo a percussado e utilizagdo dos musculos
acessorios da respiracdo. Em contraste, aqueles com predominéancia de
bronquite cronica tendem a ter tendéncia a obesidade, sintomas de falta de ar
(dispneia), sendo a dispneia o principal determinante da morbidade destes

pacientes, cianose e sinais de insuficiéncia cardiaca direita (FRIEDMAN, 2008)

1.1.1. Fatores de Risco

A DPOC é uma condicdo multifatorial que envolve diversos elementos.
Embora o habito de fumar seja amplamente reconhecido como o principal fator
de risco para o desenvolvimento da DPOC, com a maioria dos pacientes sendo

fumantes ativos ou ex-fumantes, existem evidéncias indicando que fatores
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intrinsecos individuais desempenham um papel significativo na suscetibilidade
e progresséo da doenga (GOLD 2023).

Estudos revelam que apenas cerca de 15 a 25% dos individuos
fumantes desenvolvem DPOC, o que sugere a existéncia de fatores genéticos
e epigenéticos que podem potencializar a resposta inflamatéria resultante da
exposicao cronica a fumaca do cigarro (GOLD 2023). Além do tabagismo,
outros fatores ambientais também estdo associados a DPOC, como a
exposi¢do a poluicdo atmosférica, poeiras e gases nocivos no ambiente de
trabalho, inalacdo de fumaca proveniente da queima de biomassa e até mesmo

o tabagismo passivo

Entre as causas genéticas da DPOC, a deficiéncia hereditaria de Alfa-1
Anti-Tripsina (a1-AT) é a mais bem documentada. A a1-AT é uma proteina
produzida no figado e desempenha um papel fundamental na protecdo dos
tecidos pulmonares contra danos causados por enzimas proteoliticas, como a
elastase. Os individuos com deficiéncia de a1-AT tém niveis reduzidos dessa
proteina, o que os torna mais suscetiveis a destruicdo dos tecidos pulmonares
e ao desenvolvimento precoce e acelerado de enfisema (STOLLER;
ABOUSSOUAN, 2005). E importante ressaltar que a deficiéncia de a1-AT
aumenta significativamente o risco de desenvolver DPOC quando associada ao

tabagismo e a outras exposi¢cdes ambientais (HERSH et al., 2011).

Essa interacdo entre fatores genéticos e ambientais pode desencadear
uma resposta inflamatéria exacerbada nos pulmdes, levando a progressao da
doenca. Estudos demostraram um aumento significativo do risco familiar de
obstrucdo do fluxo de ar em pessoas que fumam e tém irmdos com DPOC
grave, sugerindo uma possivel influéncia genética (em combinacdo com fatores
ambientais) nessa suscetibilidade. Uma das principais causas genéticas
documentadas para a DPOC é a deficiéncia hereditaria de Alfa-1 Anti-Tripsina
(AATD), resultante de mutacbes no gene SERPINAL. Essa deficiéncia afeta
apenas uma pequena parte da populacdo mundial, mas demonstra a interacao
complexa entre 0s genes e as exposi¢cdes ambientais que podem predispor um

individuo a DPOC. Estudos realizados em populacdes europeias identificaram
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gendtipos AATD PiZZ em cerca de 0,12% dos pacientes com DPOC, com
variagdo entre 0,08% e 0,24%. A prevaléncia desses gendtipos varia de 1 em
408 pessoas no norte da Europa a 1 em 1.274 pessoas no leste da Europa
(GOLD 2023).

O uso de cigarros eletrdnicos, também conhecidos como vaping, tornou-
se uma pratica popular nas ultimas décadas, especialmente entre 0s jovens.
Embora inicialmente promovidos como uma alternativa mais segura aos
cigarros convencionais, ha preocupagcfes crescentes sobre 0s potenciais
efeitos prejudiciais a saude associados ao uso de cigarros eletrdnicos
(FARSALINOS et al., 2016).

Embora a pesquisa sobre os efeitos dos cigarros eletrénicos na saude
pulmonar ainda seja limitada e em evolucao, estudos recentes sugerem que o
uso desses dispositivos pode aumentar o risco de desenvolvimento de doencas
pulmonares, incluindo a doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (XIE et
al., 2020).

Um estudo de revisdo publicado no International Journal of
Environmental Research and Public Health em 2019 analisou a literatura
existente sobre os efeitos dos cigarros eletrdnicos na saude pulmonar. Os
autores concluiram que o uso de cigarros eletrdnicos esta associado a efeitos
prejudiciais nos pulmdes, incluindo inflamacéo pulmonar, estresse oxidativo e
disfuncdo das vias aéreas, que sao fatores de risco importantes para o
desenvolvimento de DPOC (JANKOWSKI et al., 2019).

Portanto, a DPOC é uma condi¢cdo multifatorial em que o tabagismo,
fatores genéticos, exposicbes ambientais e interagbes complexas
desempenham um papel importante. O entendimento desses diferentes
aspectos € fundamental para o diagnéstico precoce, o manejo adequado e o
desenvolvimento de estratégias de prevencao e tratamento mais eficazes para

essa doenca respiratoria debilitante.
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1.1.2. Aspectos Fisiopatologicos da DPOC

As modificacdes histopatolégicas nos pulmdes levam a alteracdes
fisiolégicas caracteristicas da DPOC, que englobam o aumento da producao de
muco, disfuncdo dos cilios respiratérios, restricdio do fluxo de ar,
hiperinsuflacdo pulmonar, comprometimento das trocas gasosas e hipertenséo
pulmonar (AGUSTI et al., 2013).

A DPOC é caracterizada por mudancas histopatoldgicas que afetam as
vias aéreas centrais, periféricas, tecido pulmonar e circulacdo pulmonar. O
processo inflamatdrio crénico nas vias aéreas desempenha um papel
fundamental na fisiopatologia da doenca (MIRZA et al., 2018). Essa inflamacéao
persistente desencadeia alteracfes estruturais e estreitamento do limen das
vias aéreas. Além disso, ocorre destruicao do tecido pulmonar, levando a perda
de conexfes alveolares nas vias aéreas menores e reducdo da elasticidade
pulmonar. Essas alteracdes comprometem a capacidade das vias aéreas de se
manterem abertas durante a expiracdo (BARNES, 2014; MIRZA et al., 2018).

Além das mudancas histopatolégicas, a DPOC também provoca
importantes alteracdes fisioldgicas no sistema respiratorio. A limitacdo do fluxo
de ar resultante do estreitamento das vias aéreas e da perda de elasticidade
pulmonar leva a uma reducdo da capacidade de ventilagdo pulmonar. Isso
resulta em dispneia (falta de ar) e dificuldade em realizar atividades fisicas.
Além disso, a reducdo da capacidade de difusdo do oxigénio nos pulmdes
prejudica a oxigenacdo adequada do sangue, contribuindo para a hipoxemia
(baixos niveis de oxigénio no sangue) (BARNES, 2014; MIRZA et al., 2018)

Observa-se um aumento significativo na quantidade de glandulas
secretoras de muco e células caliciformes nas vias aéreas. Essa hipersecre¢ao
de muco esta intimamente relacionada a processos inflamatorios crénicos que
ocorrem nas regides periféricas, como os pequenos brénquios e bronquiolos

com diametro interno inferior a 2 mm (TANABE et al., 2018). Essa inflamacé&o
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persistente desencadeia ciclos repetidos de lesdo e reparacdo da parede das
vias aéreas, resultando em um processo de remodelamento estrutural. Durante
0 processo de reparacdo, ocorre um aumento na deposicdo de colageno e
formacdo de tecido cicatricial nas vias aéreas. Esse remodelamento
progressivo leva ao estreitamento do limen e, consequentemente, a obstrucdo
cronica das vias aéreas (TANABE et al., 2018). Essa obstrucdo persistente
compromete a funcado respiratéria e contribui para a progressao de doencas
respiratorias crbnicas, como a asma, DPOC e as alteracdes estruturais e
funcionais das vias aéreas s&o resultado da interacdo complexa entre
processos inflamatdérios, estresse oxidativo e disfuncdo celular. Estudos tém
demonstrado que radicais livres originados do estresse oxidativo podem ativar
fatores de transcricdo, como o fator nuclear KappaB (NFkB), que amplificam a
expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria e no remodelamento
das vias aéreas (TANABE et al., 2018).

A deterioracao do tecido pulmonar em individuos com doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) € frequentemente caracterizada pelo enfisema
centrolobular, uma condicdo na qual ocorre a dilatagcdo e destruicdo dos
bronquiolos respiratérios (HOGG; TIMENS, 2009). Essas alteracdes
histopatolégicas sdo mais prevalentes nas regides superiores do pulméo. No
entanto, em estagios avancados da doenca, elas podem se estender de forma
difusa por todo o pulmdo, resultando também na destruicdo do leito capilar
pulmonar, essas mudancas estruturais no tecido pulmonar tém um impacto
significativo na funcéo respiratdria dos individuos afetados pela DPOC. A
destruicdo dos bronquiolos respiratérios compromete a capacidade do pulméo
de realizar trocas gasosas eficientes, resultando em sintomas como falta de ar,
tosse cronica e producdo de muco excessivo. Além disso, a perda do leito
capilar pulmonar contribui para a hipertensdo arterial pulmonar, uma

complicacdo comum da DPOC (HOGG; TIMENS, 2009).

As modificagBes vasculares pulmonares relacionadas a DPOC séo
caracterizadas pelo aumento da espessura da parede dos vasos, que ocorre

desde as fases iniciais da doenca. Esse espessamento é a primeira alteracao
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estrutural observada, seguida pelo aumento da musculatura lisa e pela
infiltracdo da parede vascular (GOLD, 2023). A medida que a DPOC progride, a
parede dos vasos torna-se cada vez mais espessa, com acumulo de muasculo

liso, proteoglicanos e colageno (GOLD, 2023).

Essas mudancas histopatolégicas nos pulmdes e no sistema vascular
desempenham um papel crucial na progressao da DPOC e na deterioracdo da
funcdo respiratdria. A destruicdo dos bronquiolos respiratérios compromete a
capacidade de troca de gases nos pulmdes, enquanto o espessamento da
parede vascular interfere no fluxo sanguineo adequado nos pulmdes.
Compreender a complexidade dessas alteracdes é essencial para a deteccéo
precoce, o tratamento adequado e a gestdo eficaz da DPOC, com o objetivo de

melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados (GOLD, 2023).

A exposicao cronica a substancias téxicas, principalmente o tabagismo,
€ o principal fator de risco para o desenvolvimento da DPOC. Estudos tém
demonstrado que a exposicdo a particulas presentes na fumaca do cigarro
desencadeia uma resposta inflamatéria nos pulmdes, envolvendo a ativacéo de
células inflamatérias, liberacdo de mediadores inflamatdrios e remodelamento
dos tecidos pulmonares (BARNES, 2016).

7

A inflamacgédo cronica nos pulmdes da DPOC é caracterizada pela
presenca de células inflamatérias, como macrofagos, neutréfilos e linfécitos,
nas vias aéreas e nos espacos alveolares. Essas células liberam mediadores
inflamatérios, como citocinas (interleucina-8, interleucina-6, fator de necrose
tumoral alfa) e proteases, que contribuem para a destruicdo do tecido pulmonar
e a obstrucdo das vias aéreas (BARNES, 2014).

Na DPOC, a ativagéo do inflamossoma tem sido observada em células
inflamatorias presentes nos pulmdes, como macréfagos e células epiteliais
brébnquicas. Essa ativacdo ocorre em resposta a estimulos oxidativos, como a
exposicdo a fumaca do cigarro e a particulas nocivas presentes no ar ambiente
(FU et al., 2022).



29

Estudos tém demonstrado que a ativacdo do inflamossoma esta
associada a inflamagéo cronica e ao dano tecidual observados na DPOC. A
liberacdo de citocinas proé-inflamatorias, como interleucina 1 beta (IL-1B) e
interleucina (IL-18), pode contribuir para a perpetuacdo da resposta
inflamatodria, o remodelamento das vias aéreas e a destruicdo dos tecidos
pulmonares (FU et al., 2022; ZHANG, Jie et al., 2021).

Além disso, evidéncias indicam que a ativacdo do inflamossoma pode
desencadear respostas de morte celular programada, como a apoptose e a
piroptose, contribuindo para o declinio da funcdo pulmonar observado na
DPOC (ZHEN, Yu; ZHANG, 2019).

O complexo inflamassoma caspase-1 tém papel essencial na inflamacéo
neutrofilica pulmonar associada a fumaca do cigarro (ELTOM et al., 2014). Os
inflamassomas sdo complexos proteicos encontrados no citoplasma das
células, que desencadeiam a ativacao de caspases pro-inflamatérias, levando

a producéo de citocinas pro-inflamatorias (KELLEY et al., 2019).

Muitas citocinas pro-inflamatorias sdo produzidas pelo sistema
imunoldgico inato, que desempenha um papel crucial na defesa inicial contra
patégenos e substancias irritantes nos pulmdes. Células-chave desse sistema,
como macrofagos alveolares e células epiteliais das vias aéreas, reconhecem
agentes agressores e liberam citocinas pro-inflamatérias, como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-8 (IL-8), para recrutar outras células
imunes e iniciar a resposta inflamatéria (BARNES, 2016; KELLEY et al., 2019)

O sistema imunoldgico inato é ativado por receptores celulares que
reconhecem padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPS) e danos
teciduais (DAMPs) gerados durante a lesédo. Entre esses receptores, destacam-
se 0s receptores do tipo Toll (TLRS) e os receptores do tipo NOD ou receptores
similares ao dominio de oligomerizagcéo ligante de nucleotideo (NLRs), que
possuem sequéncias repetidas de aminoacidos de leucina (KUMAGAI; AKIRA,
2010; SCHATTGEN; FITZGERALD, 2011). Enquanto os TLRs sdo geralmente

expressos na membrana celular, os NLRs atuam como sensores



30

citoplasmaticos, monitorando os compartimentos intracelulares em busca de
sinais de infeccao ou lesao tecidual (KUMAGAI; AKIRA, 2010).

Por meio desses receptores, as células podem regular a fagocitose, a
atividade microbicida, a producdo de citocinas e a diferenciacdo das células
cluster of differentiation (CD), estabelecendo uma conexdo essencial entre a
imunidade inata e adaptativa (SILVA et al., 2010). Essa interacdo permite uma
resposta imune coordenada e eficiente contra agentes patogénicos e lesbes

teciduais, contribuindo para a homeostase e a prote¢do pulmonar.

O complexo inflamassoma é composto por receptores citosolicos do tipo
NLRs (reconhecimento de padrdes moleculares), os quais possuem um
dominio central de ligacdo a nucleotideos e oligomerizagcdo (NACHT). Esses
receptores sdo uma familia de proteinas, codificadas por 22 genes em
humanos, e estdo divididos em trés subfamilias: NOD (NOD1, NOD2,
NOD3/NLRC3, NOD4/NLRC5, NOD5/NLRX1, CIITA), NLRPs (NLRP1 ao 14) e
IPAF (NLRC4 e NAIP) (BIASIZZO; KOPITAR-JERALA, 2020). Cada um desses
receptores possui trés regides funcionais distintas: uma regido NOD de
regulacdo na posicdo central, uma regido efetora N-terminal envolvida na
sinalizacao (contendo dominio PYD, CARD ou BIR) e uma regido C-terminal

composta por repeticdes ricas em leucina (DAVIS; WEN; TING, 2011).

Dentre os inflamassomas, o inflamassoma NLRP3 tem recebido maior
atencdo de estudos e desempenha um papel fundamental nas defesas
imunolégicas do organismo contra infec¢des bacterianas, fungicas e virais. No
entanto, também tem sido associado a patogénese de diversas doencas
inflamatdrias, como a doenca de Alzheimer, diabetes, gota, doencas
autoinflamatérias e aterosclerose (KELLEY et al., 2019). A ativacdo do
inflamassoma NLRP3 requer varias etapas: o primeiro sinal € mediado por
TLRs ou receptores de citocinas pro-inflamatérias, que desencadeiam a
formacado dos receptores NLRP3 (receptor do tipo NOD com dominio pirina 3);
em seguida, ocorre o segundo sinal ou sinal de ativagdo, mediado por varios
estimulos PAMP ou DAMP, promovendo a oligomerizagdo do NLRP3 e o

recrutamento de ASC e pro-caspase-1, resultando na ativagdo do complexo
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inflamassoma NLRP3. Essa ativacao € crucial para a maturac¢éo da IL-13, uma
importante citocina pro-inflamatéria (KELLEY et al., 2019; ZHEN, Y; ZHANG,
2019).

7

Na DPOC, a inflamacdo pulmonar é uma caracteristica proeminente,
manifestando-se pelo aumento de macréfagos, neutréfilos ativados e células T
helper (Th) 1 e Thl7 (BARNES, 2016). Essas células, juntamente com as
células epiteliais e outras células estruturais do pulmdo, desencadeiam a
liberacdo de uma variedade de mediadores inflamatérios, como citocinas e
quimiocinas (BARNES, 2016).

Esses mediadores inflamatérios tém um papel crucial no recrutamento e
ativacdo de mais células inflamatorias da circulagéo para o tecido pulmonar,
amplificando o processo inflamatorio (BARNES, 2014). Além disso, eles
contribuem para a inducdo de alteracBes estruturais no pulméo, como o
remodelamento dos brénquios e a destruicdo dos alvéolos (BARNES, 2014).
Essas alteracdes estruturais resultam em uma obstrugdo crbnica das vias

aéreas e comprometimento da fungéo pulmonar.

E importante ressaltar que a inflamac&o pulmonar persiste mesmo apos
anos de cessacao do tabagismo, o que sugere a presenca de mecanismos
patoldgicos continuos e independentes do tabaco na progressdo da DPOC
(BARNES, 2016). Isso ressalta a importancia de abordagens terapéuticas que
visem ndo apenas a cessacdo do tabagismo, mas também o controle da

inflamac&o crbénica e das suas consequéncias estruturais no pulmao.

Os macréfagos sao estimulados pela fumacga proveniente de cigarros e
liberam mediadores inflamatorios, que desempenham um papel crucial na
les&o dos pulmdes. Esses mediadores inflamatorios incluem o TNF-a, a IL-8, o
peptideo quimiotatico de mondcitos (MCP-1), o leucotrieno B4 (LTB4) e as
espécies reativas de oxigénio. Essas substancias atuam como efetores
inflamatorios, vinculando o ato de fumar ao processo inflamatorio observado na
DPOC. Além disso, os macréfagos alveolares secretam enzimas elastoliticas,

como as metaloproteinase da matriz (MMP-2, MMP-9, MMP-12), catepsinas K,
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L e S. A regulacdo dessas proteinas inflamatérias na DPOC € principalmente
controlada pelo NFkB, que é ativado em macrofagos alveolares de pacientes
com DPOC, especialmente durante episédios de exacerbacdo (SIERRA-
VARGAS et al., 2023; TO et al., 2013).

Durante o processo inflamatorio, observa-se um aumento de linfocitos T
CD4 (T helper) e CD8 (citotoxicos) nas vias aéreas e no tecido pulmonar,
indicando uma correlacdo entre a quantidade de linfocitos T e as areas de
enfisema pulmonar (OSOATA et al., 2009).

Os linfocitos T CD4 tém a capacidade de se diferenciar em células Thl,
Th2, Thl7 ou células T reguladoras (Tregs), dependendo dos sinais das
citocinas presentes no ambiente celular (WANG; YING; WANG; GU et al.,
2015). Cada subtipo celular possui fatores de transcricdo distintos, receptores
de membrana especificos e producao de citocinas particulares (BRUSSELLE;
JOOS; BRACKE, 2011).

Em pacientes com enfisema, os linfocitos CD4+ Thl secretam
qguantidades elevadas de interferon gama (IFN-y), o que contribui para o
acumulo de células inflamatérias nos pulmbes (BARNES, 2014, 2016). A
expressado elevada de citocinas associadas a resposta Thl, especialmente do
TNF-qa, durante os episédios de exacerbacdo da DPOC, esta relacionada a um
prognostico desfavoravel devido ao papel dessas citocinas na promocao da
resposta inflamatoria, producdo de muco e deterioracdo do tecido pulmonar
(YU et al., 2020). A diferenciacdo das células Thl e a producao de IFN-y sdo
principalmente reguladas pelo fator de transcricdo T-bet nas células T (ZHANG,
Y; GU; SUN, 2014).

As células T-helper (Th)17 sdo conhecidas por produzirem interleucina
17A (IL-17A), interleucina 17F (IL-17F) e interleucina 22 (IL-22) (PARK; LEE,
2010). Essas citocinas também podem ser liberadas por outros tipos de
células, como neutrdfilos, eosinofilos, células T CD8+, basofilos e mastocitos,
além do subtipo Th1l7 (PARK; LEE, 2010). Estudos recentes tém revelado o
papel significativo da IL-17A, que € o principal produto das células Thl7, na
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regulacdo da expressdo de mediadores inflamatérios e no recrutamento de
células inflamatérias em diversas doencas inflamatoérias (PARK; LEE, 2010).
Especificamente na DPOC, as células Thl7 tém sido identificadas como
predominantemente presentes na mucosa bronquica, onde desempenham um

papel importante na resposta inflamatoria crénica (REN; LI, 2017).

Essas células Thl7 sdo caracterizadas pela expressdo do fator de
transcricdo RORVyt (retinoic-acid-related orphan receptor), que serve como um
marcador especifico desse subtipo celular (REN; LI, 2017). Sua presenc¢a na
mucosa bronquica sugere sua contribuicdo para a perpetuacao da inflamacao

cronica observada na DPOC.

As células T reguladoras (Tregs) exercem um papel crucial no controle
do processo inflamatério, suprimindo a atividade das células T efetoras.
Através da secrecdo de citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina 10 (IL-
10) e o fator de transformacé&o do crescimento beta (TGF-), as Tregs modulam
a resposta imunolégica e mantém a homeostase do sistema imunoldgico.
Enquanto as células Thl7 produzem citocinas pro-inflamatérias, as Tregs
atuam para evitar respostas imunes excessivas ou inadequadas. A IL-10 inibe
a ativacdo de células imunes e a producdo de mediadores inflamatorios,
enquanto o TGF-B regula a diferenciacédo e funcao das células T. Em doencas
como a DPOC, a disfuncéo ou diminuigdo das Tregs pode levar a uma resposta
inflamatoria exacerbada e agravamento da patologia pulmonar. Portanto, o
equilibrio entre as células Th17 pro-inflamatérias e as Tregs anti-inflamatorias
desempenha um papel fundamental na modulacédo do processo inflamatério na
DPOC, sendo essencial para prevenir o desenvolvimento de doencas
inflamatorias crénicas. (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012).

Diversos estimulos mecéanicos tém o potencial de recrutar neutréfilos na
DPOC. Entre eles, podemos mencionar o leucotrieno B4 (LTB4), a interleucina
8 (IL-8) e quimiocinas CXC relacionadas, como CXCL1 e CXCL8, GRO-a
(oncogene-a relacionado ao crescimento) e ENA-78 (peptideo epitelial ativador
de neutrdfilos). Esses mediadores sdo encontrados em niveis elevados nas

vias aéreas de pacientes com DPOC (TRAVES, 2002). Embora os macrofagos
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alveolares e as células epiteliais possam ser fontes desses mediadores, 0s
neutréfilos também desempenham um papel importante na producéo de IL-8
(TRAVES, 2002).

O remodelamento brénquico na DPOC é caracterizado pelo acamulo de
proteinas da matriz extracelular nas vias aéreas, resultando em fibrose
subepitelial, hipertrofia e hiperplasia do musculo liso, bem como hiperplasia das
glandulas submucosas. Essas alteracdes levam ao espessamento da parede
bronquica e diminuicdo do calibre bronquico. Estudos em pacientes com
bronquite e em modelos experimentais também tém observado essas
alteracdes, indicando que o remodelamento brénquico esta associado a
liberacdo de varios fatores inflamatérios, de crescimento celular e citocinas
(MORAES-FERREIRA et al., 2022). Assim, compreender melhor a
fisiopatologia da DPOC e buscar tratamentos adequados sdo estratégias

importantes na prevencao da doenca.

E amplamente aceito que as proteinases desempenham um papel na
fisiopatologia do enfisema (CHURG; COSIO; WRIGHT, 2008). No entanto,
ainda existem debates sobre quais sdo as principais proteinases e suas
funcdes especificas no desenvolvimento e progressdo do enfisema. Alguns
pesquisadores sugerem que as proteinases das classes serina, cisteina e
metalo s&o provavelmente as mais envolvidas na patogénese da DPOC
(CHURG; COSIO; WRIGHT, 2008; SHAPIRO et al., 2003)

A elastase neutrofilica, proteinase 3 e catepsina G sdo exemplos de
serinoproteinases armazenadas em células polimorfo nucleares (PMN) e
mondcitos, sendo liberadas durante a desgranulacdo induzida por mediadores
pro-inflamatoérios. Essas enzimas podem causar a destruicdo do tecido
pulmonar e a produgédo de muco (ALMEIDA-REIS et al.,, 2017; THEODORO-
JUNIOR et al., 2017). As cisteino-proteinases, como catepsinas S, B e L, e as
serino-proteinases, como a elastase, contribuem para a degradagdo da matriz
extracelular, com participacdo dos macrofagos. As metaloproteinases, como

MMP1, 2, 9, 14 e ADAM, além de promoverem a degradacdo do colageno e
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elastina, também aumentam a expresséao epitelial de MUC5 (ALMEIDA-REIS et
al., 2017; THEODORO-JUNIOR et al., 2017).

As metaloproteinases (MMPs) sdo um grupo de mais de 20 enzimas
proteoliticas estruturais e funcionais que desempenham um papel essencial no
remodelamento e reparacdo dos tecidos (CHENG; YU; YANG, 2009). No
contexto pulmonar, acredita-se que essas enzimas desempenham um papel
importante na degradacao da elastina e, quando associadas ao tabaco, sao
mediadoras significativas no desenvolvimento do enfisema. Essa crenca é
baseada no aumento observado das MMPs no lavado broncoalveolar de
fumantes com enfisema em comparacdo com ndo fumantes (CHURG;
WRIGHT, 2005).

No enfisema, a degradacdo da matriz € impulsionada pela elastase
neutrofilica e pela MMP12, que é induzida pelo tabaco e resulta em uma
migracdo acentuada de mondcitos para o pulmao. Além disso, acredita-se que
a MMP12 possa desempenhar tanto um papel sinalizador quanto um papel
direto na destruicho da matriz pulmonar (CHURG; WRIGHT, 2005).
Experimentos realizados em ratos expostos ao fumo do tabaco e com deplecao
de MMP12 confirmaram essa ideia, uma vez que esses ratos nao
desenvolveram enfisema. Esses dados levam a conclusdo de que a inibicdo
das MMPs pode impedir total ou parcialmente o desenvolvimento do enfisema
(CHURG; COSIO; WRIGHT, 2008).

Estudos também demonstraram que o tipo especifico de MMP ausente é
importante para determinar o grau de protecdo contra o desenvolvimento da
doenca. Por exemplo, a auséncia de MMP12 oferece protecdo em 100% dos
casos, enquanto a auséncia de MMP9 ndo proporciona a mesma protecdo. E
interessante observar também que estudos em cultura de macréfagos
alveolares humanos tém mostrado que a MMP9 é a principal MMP mediadora
do enfisema em humanos, enquanto a MMP12 desempenha um papel mais
limitado (CHURG; COSIO; WRIGHT, 2008; MANNINO; BUIST, 2007).
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Apesar desses dados promissores, 0 mesmo estudo demonstrou que,
em uma exposicao aguda ao tabaco, a presenca de MMP-12 € necessaria para
que o tabaco induza a neutrofilia, e os neutrofilos sdo necessarios para a
degradacdo da matriz. No entanto, em uma exposi¢cado crénica (>6 meses),
mesmo quando a MMP-12 esta inibida, o lavado broncoalveolar apresenta
niveis de neutrofilos semelhantes aos observados em animais ndo expostos,
sugerindo que os mecanismos pro-inflamatérios mudam ao longo do tempo
(CHURG; COSIO; WRIGHT, 2008). Também foi relatado um aumento da
expressdo ndo apenas da MMP-9, mas também da MMP-1 em fumantes com
obstrucdo das vias aéreas em comparacdo com fumantes sem DPOC e nédo
fumantes (CHENG; YU; YANG, 2009). Outra MMP que tem sido associada a
DPOC é a MMP-13, que € expressa principalmente em macrofagos alveolares
e no epitélio brénquico. Considerando que os macrofagos alveolares séo
elementos importantes nos processos inflamatérios da DPOC, liberando
mediadores como TNF-q, IL-8 e leucotrienos B4, que promovem a inflamacao
neutrofilica, o aumento da MMP-13 nessa patologia indica um papel

significativo desse elemento na origem da doenca (LEE et al., 2009).

E um fato estabelecido que a interacdo entre macréfagos e neutrdfilos é
essencial para a degradacdo do tecido conjuntivo em um modelo agudo de
exposicao ao tabaco (SHAPIRO et al., 2003). Pacientes com deficiéncia de a-1
antitripsina, um inibidor da protease neutrofilica, tém maior propensdo a
destruicdo do parénquima pulmonar (BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003)
Essa associacdo foi inicialmente observada ha 50 anos, quando cientistas
relataram que pacientes com deficiéncia de a-1 antitripsina desenvolviam
enfisema em idade precoce (LAURELL; ERIKSSON, 2013).

Posteriormente, pesquisadores conseguiram induzir enfisema em
animais experimentais por meio da instilacdo de enzimas nas vias respiratorias,
incluindo a elastase derivada de neutrofilos humanos. Verificou-se que a
atividade da elastase € a principal causa provavel da destruicdo do tecido no
enfisema. Evidéncias em modelos animais demonstraram que camundongos

geneticamente modificados, que possuem deficiéncia de elastase neutrofilica,
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ndo desenvolveram enfisema apos exposi¢cdo a fumaca do tabaco (SHAPIRO
et al., 2003).

1.1.3. Estresse Oxidativo no DPOC:

O desequilibrio entre a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e a capacidade antioxidante do organismo é responsavel pelo fenbmeno
conhecido como estresse oxidativo. As EROs incluem radicais livres, como o
OH- e 0 O2-, e espécies reativas ndo radicais, como o H202 e 0 ONOO'". Essas
substancias podem causar danos as células pulmonares e desencadear
respostas inflamatorias. O conceito de estresse oxidativo engloba todas as
alteracbes funcionais e estruturais ocasionadas pelas ROS. Estudos
evidenciam que marcadores de estresse oxidativo estdo elevados em
individuos com DPOC quando comparados a individuos saudaveis. Essas
alteracdes sdo mais pronunciadas nos pulmdes de pacientes com DPOC, onde
as EROs sao produzidas principalmente por células inflamatérias em resposta
a exposicdo cronica a fatores prejudiciais, como a fumaca do cigarro e
poluentes ambientais. Em individuos com DPOC, hd4 um aumento nos
marcadores de estresse oxidativo em comparacao com controles saudaveis da

mesma faixa etaria, género e habito de fumar (FARINA et al., 2011).

O estresse oxidativo desempenha um papel crucial no avanco da DPOC,
resultando em danos a proteinas, lipidios e DNA das células pulmonares.
Esses danos podem levar a disfuncdo celular, morte celular programada e
desequilibrio no funcionamento normal dos tecidos pulmonares. Além disso, o
estresse oxidativo esta relacionado ao desenvolvimento de respostas
inflamatdrias crénicas nos pulmdes, contribuindo para a progressao da doenca.
Pesquisas tém evidenciado que mudancas semelhantes as observadas nos
pulmbes, como estresse oxidativo e inflamacédo, estdo envolvidas nos

mecanismos subjacentes aos efeitos sistémicos da DPOC (LIN; THOMAS,
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2010). As proteinas pulmonares danificadas pelo estresse oxidativo podem
sofrer alteragbes em suas fungbes e estruturas, afetando a elasticidade e a
capacidade dos tecidos pulmonares de funcionarem adequadamente. Os
lipidios oxidados podem desencadear a peroxidacao lipidica, levando a
destruicdo das membranas celulares e a produgcdo de substancias toxicas.
Além disso, 0 estresse oxidativo pode causar danos ao &cido
desoxirribonucleico DNA, resultando em mutacdes genéticas e instabilidade
gendmica. Também esta associado a ativacado de vias inflamatorias e a atracéo
de células inflamatérias para os pulmdes na DPOC. A DPOC é caracterizada
por um aumento do gasto energético em repouso e uma alteracdo no
metabolismo dos aminoacidos. Esse maior gasto energético esta associado a
inflamacéo sistémica, hipoxia tecidual e ao uso regular de medicamentos.
Estudos relatam que a associacdo entre inflamacéo sistémica e deplecao
nutricional ocorre em aproximadamente 26% a 47% dos pacientes com DPOC,
dependendo da populacdo estudada (ROCA et al.,, 2013). A liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a e a IL-8, pode ser induzida pelo
estresse oxidativo, perpetuando a inflamacdo crbnica e a progressdo da
doenca. Estudos mostram que processos semelhantes de estresse oxidativo e
inflamacéo estdo envolvidos nos efeitos sistémicos da DPOC, niveis elevados
de TNF-aq, IL1B, IL6 e PCR circulantes estao relacionados ao aumento do gasto
energético, anorexia, caquexia e 0s niveis plasmaticos de leptina tém uma forte
ligagdo com o componente inflamatorio (WAGNER, 2008; WRIGHT; ZHOU;
CHURG, 2012).

Um dos principais desencadeadores desse desequilibrio oxidativo é o
oxido nitrico, que esta presente em altas concentracdes na fumaca do cigarro
(WRIGHT; ZHOU; CHURG, 2012). O 6xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa
simples, encontrada normalmente em pequenas quantidades na atmosfera, e é
altamente toxico devido a presenca de radicais livres, 0 que o torna um agente
quimico altamente reativo (WRIGHT; ZHOU; CHURG, 2012). No trato
respiratorio, o oxido nitrico (NO) & produzido por varias células, como células
epiteliais, nervos, células inflamatérias (macréfagos, neutréfilos e mastécitos) e

células endoteliais vasculares (GELB et al., 2012). Apos sua producdo, o NO
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se difunde rapidamente do local de sintese, atravessando as membranas
celulares e interagindo com sitios moleculares intracelulares (MALERBA et al.,
2014).

A sintese do NO ocorre pela oxidacdo de um dos dois nitrogénios
guanidino presentes na L-arginina, que € convertida em L-citrulina. Essa
reacdo € catalisada pela enzima o6xido nitrico sintase (NOS). O NO é
sintetizado endogenamente por trés isoformas de NOS, sendo duas
constitutivas e uma induzida. As isoformas constitutivas (cNOS), presentes
principalmente nas células endoteliais (eNOS ou tipo I) e nos neurénios (NNOS
ou tipo Ill), estdo envolvidas na vasodilatacdo e broncodilatacdo. Ja a isoforma
induzida (iINOS ou tipo Il) é estimulada por citocinas, endotoxinas, interleucinas
e outros mediadores inflamatérios (GELB et al., 2012; LI, H et al., 2014;
WRIGHT; ZHOU; CHURG, 2012). A iNOS ndo € expressa constitutivamente,
mas € induzida por diversos estimulos, incluindo mediadores enddgenos
(quimiocinas e citocinas) e fatores exdgenos (toxinas bacterianas, infeccfes

virais, alérgenos, poluentes ambientais, etc.) (MALERBA et al., 2014).

Os isoprostanos desempenham diferentes funcdes biologicas e estdo
envolvidos na mediacdo de certos aspectos da lesdo oxidativa (JUNG et al.,
2012). O 8-isoprostano é um isdmero da prostaglandina-F-2 alfa (isoprostano
8-iso-PGF-2a), que é formado in vivo pela peroxidacdo do acido araquidénico
catalisada por radicais livres. Montuschi et al. (2000) demonstrou que o
tabagismo causou um aumento agudo de aproximadamente 50% no
isoprostano 8-iso-PGF-2 exalado, tornando-o um marcador importante de
estresse oxidativo (MONTUSCHI et al., 2000)

A ocorréncia do desequilibrio oxidativo resulta na producdo de anions
superoxido, que, em combinagdo com o Oxido nitrico (NO), pode levar a
formacdo de espécies altamente reativas de peroxinitrito, as quais séo
encontradas em niveis elevados na mucosa das vias aéreas de pacientes com
DPOC (OSOATA et al., 2009). A presenca de NOex na DPOC tem apresentado

resultados contraditorios, no entanto, parece que os habitos de tabagismo e a
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gravidade da doenca séo os fatores mais relevantes que influenciam os niveis
de NOex nesses pacientes (MALERBA et al., 2014).

Fumantes com DPOC apresentaram aumento significativo na expressao
da INOS em comparagcdao com fumantes sem a doenca, 0 que sugere o
possivel envolvimento da iINOS na patogénese da DPOC e seu potencial como
um marcador para identificar fumantes com maior risco de desenvolver a
doenca (OSOATA et al., 2009)
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Figura 1 - A fisiopatogénese do estresse oxidativo no enfisema pulmonar envolve a acdo de
diferentes substancias nocivas presentes na fumaca do cigarro

1.1.4. Modelo Experimental de Enfisema Induzido por Elastase:
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Os modelos experimentais de DPOC em animais sao ferramentas
valiosas para investigar 0s mecanismos subjacentes a essa doencga complexa,
permitindo uma compreensdo abrangente das respostas do organismo como
um todo. Além disso, esses modelos séo essenciais para o desenvolvimento e
teste de novas terapias potenciais (FRICKER; DEANE; HANSBRO, 2014).

Dentre as varias espécies utilizadas em estudos cientificos, como
roedores, cées, cobaias, macacos e ovelhas, os camundongos tém sido
amplamente empregados devido as suas vantagens, como informagdes
gendmicas bem estabelecidas, disponibilidade de sondas de anticorpos
especificas, baixo custo e capacidade de serem geneticamente modificados
para destacar processos especificos relacionados a DPOC (VLAHOS;
BOZINOVSKI, 2015). No entanto, é importante ter em mente que existem
diferencas anatbmicas entre camundongos e seres humanos, 0 que impde

limitacBes a esse modelo experimental.

Os modelos experimentais de enfisema animal sdo amplamente
utilizados para elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na doenca e
para testar novas abordagens terapéuticas (SHAPIRO, 2000). Existem
diferentes métodos de inducédo do enfisema, sendo 0s mais comuns a inducao
por exposicdo ao cigarro e a indugédo por elastase. Os modelos de elastase
variam quanto a dose, numero de aplica¢cbes, duracdo do protocolo e forma de
administracdo(ANTUNES; ROCCO, 2011; LOPES, FD T Q S etal., 2013).

TANAKA et al. (2011) utilizaram a técnica de instilagéo intra-traqueal de
elastase para induzir enfisema em camundongos, observando um aumento no
intercepto linear médio (Lm) e no numero de células inflamatérias no lavado
broncoalveolar (TANAKA et al, 2011). Em estudos de nosso grupo
observamos que esse modelo apresenta alteracdes expressiva de inflamacao,
remodelamento e estresse oxidativo em paredes alveolares e brénquicas
(LOPES, F D et al., 2013, 2009). Alem disso, TAKAHASHI et al. (2008)
avaliaram o efeito da sinvastatina nesse modelo de enfisema, demonstrando
uma reducao significativa do Lm e do numero total de células inflamatorias no

lavado broncoalveolar.
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Com base nesses resultados, optamos por utilizar a administragéo intra-
traqueal de elastase em camundongos C57BI/6, uma vez que essa cepa tem
sido amplamente utilizada em modelos de enfisema e apresenta maior
suscetibilidade a inducdo da doenca (DAWKINS; STOCKLEY, 2001). Essa
abordagem experimental nos permitira investigar os efeitos do tratamento com
potenciais terapias para o0 enfisema, contribuindo para o avanco do

conhecimento sobre a DPOC.

1.2. Poluicdo atmosférica

A poluicdo do ar é composta principalmente por particulas em
suspensao (MP), ozbnio, 6xidos de nitrogénio ou enxofre, metais pesados e
outros gases de efeito estufa, e € uma das principais causas de DPOC em todo
o mundo, sendo responsavel por cerca de 50% do risco atribuido a DPOC em
paises de baixa e média renda. Em ndo fumantes, a poluicdo do ar é o principal
fator de risco conhecido para a DPOC. O risco respiratério associado a
poluicdo do ar é dependente da dose, ndo havendo aparentes limites
"seguros”. Mesmo em paises com baixos niveis de poluicdo do ar ambiente, a
exposicao crbnica a particulas finas (MP2,5) e di6xidos de nitrogénio tem
efeitos significativos prejudiciais, como a reducao do crescimento pulmonar em
criancas e aceleracdo do declinio da funcéo pulmonar em adultos, aumentando
o risco de DPOC, especialmente em individuos com fatores de risco adicionais.
Além disso, a ma qualidade do ar devido a poluicdo também esta associada a
um maior risco de exacerbacdes da DPOC, hospitalizacdes e mortalidade
(GOLD 2023).

Nas grandes cidades do mundo ou em polos industriais, diversos
estudos realizados tém mostrado que apesar das emissGes de poluentes em
muitos casos estarem em conformidade com os padrbes estabelecidos

internacionalmente, as mudancas dos niveis de poluicdo em curtos periodos,
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sazonalmente ou em longos prazos, séo capazes de produzir diferentes efeitos
nocivos sobre a saude de populacdes expostas, tais como irritagdes, alergias,
doencas respiratorias, cardiacas e canceres (OPAS. OMS, 2008). No ano de
2012, por exemplo, a morte de 4,3 milhdes de pessoas foi atribuida a poluicdo
atmosférica (WHO, 2014).

Em areas urbanas densamente povoadas ou regides industriais,
inimeros estudos recentes revelam que, mesmo quando as emissdes de
poluentes estdo dentro dos padrdes internacionais estabelecidos, as flutuagbes
nos niveis de poluicdo ao longo do tempo, sazonalmente ou a longo prazo,
podem ter efeitos prejudiciais diversos na saude das populacdes expostas.
Esses efeitos incluem irritacbes, alergias, doencas respiratorias,

cardiovasculares e canceres (OPAS, OMS, 2008).

Dados atuais mostram que a poluicdo atmosférica continua a ser uma
preocupacdao global significativa. Por exemplo, estima-se que, somente no ano
de 2012, a poluicdo atmosférica tenha sido responséavel pela morte de
aproximadamente 4,3 milhdes de pessoas (OMS, 2014). Essas estatisticas
alarmantes destacam a urgéncia de abordar e mitigar os impactos da poluicdo

atmosférica em escala mundial.

7

No contexto do Brasil, € importante ressaltar que o pais também
enfrenta desafios relacionados a poluicdo atmosférica. Dados recentes indicam
que as principais fontes de poluicdo do ar no Brasil sdo as atividades
industriais, o transporte rodoviario e as queimadas, especialmente na regiao
Amazobnica (IBAMA, 2022). Essa poluicdo do ar tem impactos negativos na
saude dos brasileiros, contribuindo para o aumento de doencas respiratorias,
cardiovasculares e outras condi¢des relacionadas (MINISTERIO DA SAUDE,
2021).

No contexto dos polos industriais no Brasil, a poluicdo atmosférica
causada pela emissédo de material particulado é uma preocupacao significativa.

Dados atuais revelam que essas regides industriais sdo fontes importantes de
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emissOes de material particulado, com impactos diretos na qualidade do ar e na
saude da populacéo (IBAMA, 2022).

O material particulado proveniente de atividades industriais pode conter
uma variedade de compostos quimicos, incluindo metais pesados,
hidrocarbonetos e substancias toxicas. Quando inalado, o material particulado
pode penetrar profundamente nos pulmdes e até mesmo ser absorvido pela
corrente sanguinea, desencadeando efeitos adversos a saude, como doencas

respiratérias, cardiovasculares e até mesmo cancer (WHO, 2021).

As particulas atmosféricas, também conhecidas como material
particulado, constituem uma mistura complexa de particulas extremamente
pequenas e goticulas de liquido presentes na atmosfera. Essas particulas
possuem diversos diametros, podendo ser classificadas em categorias
distintas. As particulas de maior tamanho sdo consideradas grossas, com
diametros que variam de 10um a 2,5um. Ja as particulas finas apresentam
diametro menor que 2,5um, enquanto as particulas ultrafinas tém didmetros
inferiores a 0,1um (NANI GUARIEIRO; NANI GUARIEIRO, 2013).
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Figura 2 - Deposito do MP no sistema respiratorio de acordo com o tamanho das particulas.
Adaptado de NANI et. al., 2013.

A composicdo do material particulado coletado pode variar dependendo
da cidade em que é amostrado. Essas particulas podem conter diferentes
residuos provenientes da queima de combustiveis fbosseis, como
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, sulfatos, nitratos, material microbiano e
diversos elementos quimicos, incluindo ferro, zinco, silica, sédio e aluminio. E
importante destacar que essas particulas tém a capacidade de permanecer na
atmosfera por periodos prolongados e também podem desencadear doencas
pulmonares (YANG et al., 2020).

Estudos tém demonstrado que o tamanho das particulas esta
diretamente relacionado ao seu potencial de causar danos aos pulmdes.
Quanto menor o tamanho da particula, maior € o impacto prejudicial que o
material particulado pode ter no sistema respiratorio (CAI; SHAO; WANG,
2015). O material particulado fino (MP2,5) representa um risco significativo,

uma vez que pode induzir maior resisténcia pulmonar e respostas inflamatorias

Fragdo Inalavel

Fragdo Respirdvel

Alvéolos pulmonares
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alérgicas em comparacdo com particulas de tamanho maior, mesmo quando a
dose em massa € equivalente (DE HAAR et al., 2006; SINGH et al., 2007).

Particulas com tamanho inferior a 2,5um tém a capacidade de adentrar
os bronquiolos e alvéolos, sendo consideradas as mais danosas para 0S
pulmdes (ZHAO, Junling et al., 2019) Essas particulas permanecem suspensas
por periodos prolongados na atmosfera, aumentando assim a probabilidade de
inalacdo e a taxa de alteracdo da composicdo do ar. Os impactos na saude
humana variam desde o aumento do risco de doencgas cardiovasculares e
inflamacBes pulmonares cronicas até a reducdo da funcdo pulmonar e o

aumento de crises asméticas (CURTIS et al., 2006)

Dados recentes revelam a crescente preocupacdo em relacdo ao
material particulado de 2,5 pum (MP2,5) e seus efeitos adversos. Estudos tém
evidenciado que a exposicdo a niveis elevados de MP2,5 esta associada ao
aumento do risco de doencas respiratorias, como bronquite crénica, enfisema
pulmonar e reducédo da funcdo pulmonar (ZHAO, Junling et al., 2019). Além
disso, a exposicao crbnica ao MP2,5 tem sido relacionada ao desenvolvimento
de doencas cardiovasculares, incluindo doencas cardiacas isquémicas e
acidente vascular cerebral (COHEN et al., 2017).

E importante ressaltar que, além da concentracdo de MP, a composi¢&o
quimica desempenha um papel significativo na resposta inflamatéria (YANG et
al., 2020). Estudos tém apresentado resultados divergentes quanto as
respostas Thl ou Th2 associadas ao MP de 2,5um. Alguns estudos
demonstraram que a exposicdo a esse tipo de MP induz uma resposta
imunologica Thl em modelos humanos ou animais (HOSSEINI et al., 2016).
Por outro lado, outros estudos mostraram que a resposta imunolégica Th2 é
predominante, especialmente em modelos de camundongos sensibilizados
com ovalbumina e expostos ao MP de 2,5um, onde linfocitos, neutréfilos e a
interleucina-4 (IL-4) contribuem para a inflamacdo das vias aéreas, sendo

agravada pela presenca de MP (MEI et al., 2018).
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A resposta inflamatéria desencadeada pelo MP de 2,5um em individuos
com enfisema tem sido objeto de investigacao. Estudos recentes tém mostrado
que a exposicdo ao MP2,5 pode exacerbar a inflamacdo das vias aéreas e
piorar a funcdo pulmonar em pacientes com enfisema (YANG et al., 2020). A
presenca de MP2,5 no tecido pulmonar de enfisematosos promove a ativacao
de células inflamatdrias, como macrofagos e neutrofilos, e a liberacdo de
mediadores proé-inflamatérios, como citocinas e quimiocinas, contribuindo para
0 agravamento do processo inflamatorio e deterioracdo do estado respiratorio
(ZHEN, Y; ZHANG, 2019).

Essas descobertas destacam a importancia de se compreender a
relacdo entre o MP2,5 e a resposta inflamatéria em individuos com enfisema,
visando a adocgdo de estratégias preventivas e terapéuticas mais eficazes. A
redugéo da exposigcdo ao MP2,5 e a implementagédo de medidas de controle da
poluicdo atmosférica sdo medidas cruciais para minimizar o impacto negativo
do material particulado na saude pulmonar e melhorar a qualidade de vida dos

pacientes com enfisema.

A presenca de material particulado na atmosfera € uma preocupacéo
significativa devido aos seus impactos na saude humana e no meio ambiente.
Quando se trata de particulas que contém metais, ha uma preocupacao
adicional, pois esses metais podem ter propriedades toxicas e representar um
risco para a saude pulmonar (LI; ZHOU; ZHANG, 2018; ZHAO et al., 2019). Os
elementos metélicos também exercem efeitos prejudiciais a saude e
geralmente sdo provenientes de combustiveis aditivados. A proibi¢cdo do uso de
tetraetil de chumbo como aditivo na gasolina contribuiu para a reducéo de sua

presenca na poluicdo atmosférica (CURTIS et al., 2006).

Estudos tém mostrado que a exposicao ao material particulado contendo
metais estd associada a uma série de efeitos negativos, incluindo o
desenvolvimento de doengas respiratorias, como asma, bronquite crbnica e
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (LI, Ruyi; ZHOU; ZHANG, 2018;
WANG et al., 2020). Além disso, alguns metais, como o chumbo e o mercurio,

podem ter efeitos neurotoxicos quando inalados (FONKEN et al., 2011).
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A manipulacdo de metais esté intimamente relacionada a presenca de
material particulado na atmosfera. Quando materiais que contém metais, como
ferro e aco, sdo manipulados e processados, ocorre a liberacdo de particulas
finas no ar. Essas particulas podem variar em tamanho e composicao,
incluindo metais como manganés, niquel, zinco, crémio e ferro (GODRI
POLLITT et al., 2016). Um estudo longitudinal realizado na Austria revelou que
a exposicado ocupacional prolongada estava associada a uma reducdo das
medidas de funcdo pulmonar (HALUZA; MOSHAMMER; HOCHGATTERER,
2014). Outros estudos relataram o aumento de sintomas respiratérios e
ocorréncia de asma ocupacional em trabalhadores expostos aos vapores de
soldagem (HEDMER et al., 2014; WITTCZAK et al., 2012).

A emissdo de material particulado proveniente da manipulacdo de
metais pode ser uma fonte significativa de exposicdo ambiental para
comunidades residenciais proximas. Por exemplo, um estudo realizado em
Ontério, no Canada, revelou que os individuos saudaveis que passaram cinco
dias consecutivos em um bairro adjacente a uma usina siderurgica
apresentaram medidas reduzidas da fungcdo pulmonar em comparagcdo com
agueles que passaram cinco dias em um campus universitario mais distante.
Mesmo ap0s a cessacao da producdo, essas comunidades podem continuar a
ser expostas por meio da inalacdo de particulas ressuspendidas (YOUNG et
al., 2002).

Outro estudo realizado por Zheng et al. (2013) demonstrou que criangas
que vivem em Guiyu, na China, uma cidade conhecida pelo processamento de
lixo eletrénico com alta concentracdo de manganés (Mn), niquel (Ni) e cromo
(Cr), apresentaram medidas significativamente menores da funcéo pulmonar
em comparagdo com criancas que residem em uma cidade sem histérico de

processamento de lixo eletrénico (ZHENG, Guina et al., 2013).

Nos Estados Unidos, foi observado um maior risco de internagdes por
doencas cardiovasculares e respiratérias em municipios com niveis mais
elevados de niquel (Ni) (BELL et al., 2009) Na cidade de Nova York, medidas
ambientais locais de niquel (Ni) foram associadas a uma maior probabilidade
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de sibilos em criancas de 24 meses (PATEL et al., 2009). Além disso, niveis de
zinco (Zn) no ambiente foram relacionados a um aumento nas visitas ao
departamento de emergéncia e hospitalizacées por asma em uma populacao
pediatrica em Baltimore (HOSSEINI et al., 2016).

Uma revisdo da literatura sobre os efeitos respiratérios de metais
presentes no material particulado do ar também apontou um risco aumentado
de morbidade respiratéria com o aumento das concentracdes desses metais
(GRAY et al., 2015).

E importante destacar que a presenca de material particulado na
atmosfera ndo é exclusivamente proveniente da manipulacdo de metais. Outras
fontes, como a queima de combustiveis fosseis, emissbes veiculares,
processos industriais e atividades agricolas, também contribuem para a
emissdo de particulas no ar. No entanto, a manipulacdo de metais
desempenha um papel significativo nesse contexto, especialmente em
ambientes industriais e de construcdo (JACQUEMIN et al., 2015;
NIEUWENHUIJSEN et al., 2015).

Os critérios de qualidade do ar enfocam principalmente agentes
considerados prejudiciais a satde, como diéxido de enxofre (SO?), didxido de
nitrogénio (NO?), mondxido de carbono (CO), oz6nio (O3), material particulado
(MP ou MP2%) e chumbo (MOLNAR et al., 2006). Além desses, existem
preocupacdes em relacdo a outros agentes para 0s quais a avaliacdo e o
monitoramento ainda sdo insuficientes, como compostos orgéanicos volateis,

sulfatos, cloretos, metais e dioxinas.

Diante desses riscos, é essencial adotar medidas adequadas de controle
e mitigacdo da emissdo de material particulado durante a manipulacdo de
metais. Isso pode incluir a implementacdo de praticas de seguranca
ocupacional, o uso de equipamentos de protecdo individual, a adogcao de
tecnologias de controle de emissdes e a promocdo de boas praticas

ambientais. Além disso, politicas regulatorias e normas de qualidade do ar
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desempenham um papel fundamental na reducdo da exposicdo ao material
particulado e seus efeitos prejudiciais (SAXENA et al., 2022)

1.2.1. Padrdes de Qualidade do Ar

No Brasil os padrdes de qualidade do ar sdo estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA (Conselho Nacional de Meio Ambiente) n° 491/2018 e
tem o objetivo de prover um instrumento de gestdo da qualidade do ar, ajudar
na medig&o de poluentes presentes e introduzir os efeitos de cada condi¢ao do
ar sobre a satde humana (RESOLUCAO N° 491, DE 19 DE NOVEMBRO DE
2018).

No Brasil, os padroes de qualidade do ar sao estabelecidos e
monitorados com 0 objetivo de garantir a protecdo da saude humana e a
preservacdo do meio ambiente. Esses padroes sao definidos por érgdos
regulatérios e levam em consideracéo diversos poluentes atmosféricos e seus
efeitos na saude. O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por
meio da Resolucdo CONAMA n° 491/2018, estabelece os padrdoes de
qualidade do ar no pais. Essa resolucdo define limites maximos permitidos para
diversos poluentes, tais como dioxido de enxofre (SO2), didxido de nitrogénio
(NO2), monéxido de carbono (CO), material particulado (MP10 e MP2,5) e

0z6nio (O3).

A Resolucdo CONAMA n° 491/2018 estabelece, por exemplo, que a
concentracdo média anual de dioxido de enxofre (SO2) ndo deve ultrapassar 50
microgramas por metro cubico (ug/ms3), enquanto o limite para o diéxido de
nitrogénio (NO2) é de 40 pg/m3. Ja o limite para o monéxido de carbono (CO) é

de 9 miligramas por metro cubico (mg/m3) em média mével de oito horas.

Quanto ao material particulado, a resolugcdao estabelece que a

concentracdo meédia anual ndo deve ultrapassar 50 pg/m3 para o MP10 e 25
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pug/ms3 para o MP2,5. Além disso, para o 0zoénio (Os), o valor maximo permitido

é de 160 pg/m3 em média movel de oito horas.

Esses padrées foram estabelecidos com base em estudos cientificos e
diretrizes internacionais de qualidade do ar, visando proteger a saude da
populacao brasileira. A fiscalizacdo e monitoramento da qualidade do ar sao
realizados por 6rgdos ambientais, como o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e as secretarias estaduais de

meio ambiente.

A Companhia Ambiental do Estado de Sa&o Paulo (CETESB) é
responsavel por monitorar e estabelecer os Padrdes de Qualidade do Ar no
estado. Esses padrdoes sdo fundamentais para avaliar a qualidade do ar e
garantir a protecdo da saude e do meio ambiente. De acordo com a CETESB,
sdo considerados os seguintes poluentes atmosféricos e seus respectivos
padrées: (TABELA 1)

1. Material Particulado (MP10 e MP2,5): O limite de concentracdo diario
para particulas inalaveis (MP10) é de 150 ug/ms3, e para particulas finas
(MP2,5) é de 60 pg/m3. Esses valores sao utilizados para classificar a
qualidade do ar como "Boa" quando os niveis estdo abaixo dos limites,
indicando que a concentracdo de material particulado est4 dentro dos
padrdes aceitaveis.

2. Dibxido de Enxofre (SO2): O limite médio de concentragdo anual € de 50
pHg/m3, e o limite horario é de 500 pg/ms3. Valores abaixo desses limites
indicam uma classificagdo de "Boa" qualidade do ar em relacdo ao
didxido de enxofre.

3. Didxido de Nitrogénio (NO2): O limite médio de concentracdo anual é de
40 pg/m3, e o limite horario é de 200 pg/ms3. Quando os niveis de didxido
de nitrogénio estdo abaixo desses valores, a qualidade do ar é
considerada "Boa".

4. Oz6nio (03): O limite médio de concentracdo horaria € de 160 pg/ms.
Niveis de 0zonio abaixo desse limite indicam uma classificacéo de "Boa"

qualidade do ar em relacao a esse poluente.
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5. Monoxido de Carbono (CO): O limite médio de concentracdo horaria €
de 9 ppm (partes por milhdo). Quando os niveis de monodxido de
carbono estdo abaixo desse valor, a qualidade do ar é considerada
"Boa".

6. Chumbo (Pb): O limite médio de concentracdo anual é de 0,5 pg/ms.
Valores inferiores a esse limite indicam uma classificacdo de "Boa"

qualidade do ar em relacdo ao chumbo.

Tabela 1 - indice de qualidade do ar.

MP1o MP2s O3
Indice (pg/m?) (pg/m?) (pgsm?)
24h 24h 8h

| Ni-ga | o-co [ocso | 0-s | ecwo | os | o200 | 0-0

Qualidade
do Ar

e

m =75 -125 =160 - 200 =13-15 =320 -1130 | =345-800

E importante ressaltar que esses padrdes sdo estabelecidos com base

em estudos cientificos e em diretrizes internacionais, levando em consideragao
os efeitos desses poluentes na saude humana e no meio ambiente. (CETESB
2023)

1.3. Efeitos da Exposi¢cao ao Material Particulado

A exposicdo ao material particulado, seja em curto ou longo prazo, pode
desencadear a inflamagdo, a qual €& a principal causa das doencas
respiratérias. Estudos experimentais demonstraram que o material particulado
presente nas células epiteliais das vias respiratorias, que ativa as vias de
sinalizacao inflamatdria, afetando as respostas imunoldgicas e inflamatérias em
todo o corpo (HE, Fang et al., 2017). Componentes encontrados no material
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particulado possuem a capacidade de causar ou agravar a inflamacéo aguda,
além de causar danos oxidativos nos tecidos pulmonares e vias aéreas (RAO
et al., 2018; SHADIE; HERBERT; KUMAR, 2014).

As substancias transportadas pelo ar geralmente possuem um nucleo de
carbono inerte que conttm uma variedade de compostos, como
hidrocarbonetos poliaromaticos, quinonas, metais e compostos organicos
volateis, os quais podem ser absorvidos pelo trato respiratério (GUO et al.,
2017). Muitos desses compostos sdo responsaveis por induzir o estresse
oxidativo nas células epiteliais das vias aéreas como resposta ao estimulo
(GUO et al., 2017). Como resultado, ocorre um estresse oxidativo local que
estimula a producédo de citocinas pro-inflamatérias, impulsionando a producéo
de citocinas associadas a resposta Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, e quimiocinas

gue perpetuam a inflamacao (HE, Miao et al., 2017).

Inicialmente, a inflamacéo e a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) nos pulmdes tém a intencdo de remover os estimulos prejudiciais e
iniciar o processo de reparo tecidual. No entanto, a persisténcia da agressao,
inflamacé&o pulmonar e o desequilibrio entre as ROS e a resposta antioxidante
podem levar a efeitos sistémicos e cronicos (RAO et al.,, 2018). O estresse
oxidativo nos pulmdes, juntamente com diferentes padrdes moleculares, esta
associado a danos, como lipoproteinas oxidativamente modificadas (0XDNA,
ssRNA, dsRNA) e proteinas mitocondriais. Esses danos ativam varios
receptores, incluindo os receptores Toll-like (TLRs) e o receptor para produtos
finais de glicacdo avancada (RAGE), desencadeando a produc¢éo de citocinas e

guimiocinas em todo o corpo (HE, Miao et al., 2017).

A exposicdo ao material particulado pode causar um aumento na
expressdo de genes relacionados a fatores de transcricdo e citocinas,
resultando em uma resposta inflamatéria e danos celulares (WANG et al.,
2020). Em células endoteliais humanas, a exposicao as fragdes hidrossoliveis
e insoluveis do material particulado leva a um aumento na morte celular, maior

producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), alteracdo do potencial
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transmembranar mitocondrial e ativacdo do fator nuclear NF-kB (HAN WEI et
al., 2011).

A exposicdo in vitro de macréfagos humanos a fumaca resulta em um
aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e IL-8,
enquanto diminui a capacidade de fagocitose e a resposta oxidativa dessas
células (NADEAU et al.,, 2010). Compostos presentes em hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos ambientais e particulas de escape de diesel podem
afetar a funcdo das células T reguladoras, que desempenham um papel
importante na regulacdo da resposta imunoldgica (NADEAU et al., 2010;
ZHAO, Y X et al., 2018).

O estresse oxidativo desempenha um papel crucial nas doencas
pulmonares e esta associado a exposicdo a poluentes como ozbénio, 6xido
nitrico e material particulado (MEI et al., 2018). O estresse oxidativo causado
pelo material particulado pode ocorrer de varias formas, incluindo a geracao
direta de ROS na superficie das particulas, a presenca de compostos soluveis,
como metais de transicdo e compostos organicos, além da disfuncdo
mitocondrial e ativacdo de células inflamatérias capazes de produzir ROS e

espécies reativas de nitrogénio (GUO et al., 2017)

O material particulado contém substancias quimicas revestidas que,
guando metabolizadas, podem aumentar a presenca de espécies reativas
de oxigénio (ROS) dentro das células. Isso tem sido associado a um
aumento da resposta inflamatéria nas vias respiratérias por meio da
ativacao das vias de sinalizacdo NFkB mediadas pelas ROS (WANG et al.,
2017). Além disso, o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes esta
relacionado ao desenvolvimento de doencas que afetam diversos sistemas
do organismo, incluindo os pulmdes e a vasculatura pulmonar. As ROS
induzidas pelo material particulado funcionam como moléculas
sinalizadoras, desencadeando a movimentagcdo do fator nuclear tipo 2
(Nrf2) para o nucleo celular e resultando em modificacdes na transcricdo de
enzimas antioxidantes (LAWAL, 2017). (Figura 3)
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Figura 3 - Exposi¢do ao MP. Adaptado de Li, et. al., 2018

1.4. Municipio de Vitoria

Vitéria, a capital do estado do Espirito Santo, € uma cidade com
caracteristicas geograficas, populacionais e econdmicas significativas.
Localizada na regido Sudeste do Brasil, Vitoria possui uma area total de
aproximadamente 93,38 km? (IBGE, 2021).

A cidade tem uma populacédo estimada de cerca de 365 mil habitantes,
de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2021). Sua populagcdo € composta por uma diversidade étnica e cultural,

resultante da historia de colonizagéo e imigracao da regiao.

VitOria, apresenta caracteristicas climaticas tipicas da regido Sudeste do
Brasil. O clima predominante em Vitdria é o tropical imido, com estacdes bem
definidas ao longo do ano. Para compreender melhor os dados meteorolégicos
da cidade, é importante analisar informacdes sobre temperatura, precipitacédo e

umidade relativa do ar. Em relacdo a temperatura, Vitdria possui uma média
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anual de cerca de 24°C, com varia¢cbes sazonais. Durante o verao, que ocorre
entre 0s meses de dezembro e margo, as temperaturas sdo mais elevadas,
podendo alcancar valores acima dos 30°C. Ja no inverno, de junho a setembro,
as temperaturas sdo mais amenas, com minimas em torno de 17°C. (INMET,
2022)

No que diz respeito a precipitacdo, Vitdéria possui um regime
pluviométrico caracterizado por chuvas bem distribuidas ao longo do ano. Os
meses mais chuvosos sdo geralmente entre outubro e janeiro, enquanto 0s
meses de junho e julho apresentam menor volume de chuvas. A média anual
de precipitacdo em Vitoria € de aproximadamente 1.400 milimetros. (INMET,
2022)

Do ponto de vista econdmico, Vitéria é um importante centro para o
estado do Espirito Santo. A cidade tem uma economia diversificada, com
destaque para os setores de comércio, servi¢os, industria e turismo. O Produto
Interno Bruto (PIB) de Vitoria € um dos mais altos do estado, impulsionado por

sua localizacéo estratégica e pelos investimentos em infraestrutura.

A cidade possui um dos principais portos do pais, o Porto de Vitoria, que
contribui significativamente para a movimentacao de cargas e para 0 COMércio
exterior. Além disso, Vitéria abriga industrias de diferentes segmentos, como
metalurgia, siderurgia, petrdleo e gas, alimentos e bebidas, entre outros. Essas
atividades industriais geram empregos e impulsionam o desenvolvimento

econOmico da regido. (IBGE, 2021)

A poluicdo atmosférica € uma preocupacao global, e Vitoria, assim como
outras cidades, enfrenta desafios relacionados a qualidade do ar. sua
proximidade com o oceano, bem como a sua topografia controlam as
condi¢cdes meteoroldgicas, o que favorece a dispersdo de alguns poluentes na
regido. Existem 3 grupos de principais fontes de emissdo de poluentes
atmosféricos em Vitoria: veiculos, industria minerosiderurgica e o terceiro

7z

grupo com niveis de emissdo significativos € o0 grupo que representa as
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operacdes de portos e aeroportos, principalmente quanto as contribuicdes para
0s niveis de SOz e NOx (LORIATO et al., 2018).

Diversos estudos cientificos tém abordado a tematica da poluicdo
atmosférica em Vitoria, fornecendo informacfes valiosas sobre os poluentes

presentes, suas fontes e os impactos na saide humana e no meio ambiente.

Um estudo realizado por Oliveira et al. (2019) investigou a presenca de
material particulado fino (MP 2,5) no ar de Vitéria. Os resultados indicaram que
a concentracdao de MP2,5 excedeu os limites estabelecidos pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) em algumas areas da cidade, principalmente nas
proximidades de areas industriais e rodovias. Esse tipo de material particulado
esta associado a problemas respiratorios, cardiovasculares e até mesmo ao
aumento da mortalidade (OLIVEIRA et al., 2019).

Outra pesquisa relevante foi conduzida por Santos et al. (2018), que
analisaram a presenca de poluentes atmosféricos em areas urbanas e
industriais de Vitéria. Os resultados demonstraram que as concentracdes de
dioxido de nitrogénio (NO2) e o0zbnio (Os) ultrapassaram os limites
estabelecidos pela legislacdo brasileira em algumas localidades. Esses
poluentes estdo associados a problemas respiratorios e podem causar danos

ao sistema respiratorio e cardiovascular (SANTOS et al. 2018).

Um estudo especifico sobre a poluicdo atmosférica causada pela
atividade portuaria em Vitoria foi realizado por Viana et al. (2016). Os
pesquisadores avaliaram a qualidade do ar nas proximidades do porto e
encontraram concentracdes significativas de poluentes, como particulas
inalaveis, dioxido de enxofre (SO2) e compostos organicos volateis (COVS).
Esses poluentes podem ter efeitos prejudiciais a saude humana e contribuir
para a formacdo de chuva acida e impactos negativos no ecossistema (VIANA
et al. 2016).

Esses estudos cientificos destacam a importancia de monitorar e

controlar a poluicdo atmosférica em Vitoria. A¢bes como a melhoria da
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eficiéncia dos sistemas de transporte, a reducédo das emissdes industriais e a
promocao de fontes de energia limpa sdo medidas essenciais para mitigar os

impactos da poluicdo atmosférica na cidade.
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente sabe-se que muitos fatores podem contribuir para a
fisiopatogenia e a exacerbagdo do enfisema pulmonar, principalmente a
poluicdo. Apesar do papel da poluicdo urbana e da queima de plantagbes
estarem bem estabelecidas como fatores de piora para os enfisematosos, a
poluicdo advinda do processamento do po de minério de ferro ainda néo esta

bem estabelecida na literatura.

Aspectos como a influéncia do p6 de ferro e do particulado fino sobre
aspectos da mecanica do sistema respiratorio, inflamacédo, remodelamento da
matriz extracelular, estresse oxidativo ainda n&o foram estudados em modelos

experimentais de enfisema pulmonar.

Portanto, este estudo visa contribuir para o melhor entendimento da
fisiopatologia do enfisema em animais expostos ao particulado, e identificar

seus possiveis agentes de interagdo com estas doencgas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Neste estudo, investigamos os efeitos funcionais da exposicdo
ambiental ao processamento do minério de ferro em Vitoria, Espirito Santo.
Nosso foco foi a avaliagcdo da mecanica pulmonar, da resposta inflamatéria
(tanto a nivel celular quanto no perfil de citocinas), da expresséo do fator de
transcricdo NF-kB e da ativacédo da via do estresse oxidativo (expressao de
INOS). Além disso, investigamos o remodelamento da matriz extracelular,
especialmente em relacdo as fibras colagenas, e 0s mecanismos
reguladores dessas respostas, como a ativacdo de metaloproteinases, TGF-
B e TIMP-1, em duas estacdes do ano (verdo e inverno) em camundongos
(C57BI/6) com enfisema induzido por elastase. Estes dados serao
comparados entres os obtidos em animais que receberam elastase e os

animais controle, mantidos no biotério em Sao Paulo.

3.2 Objetivos Especificos

Caracterizar nesse modelo submetido 0s seguintes parametros:

1 Alteracbes da mecanica pulmonar. Rrs (resisténcia do sistema
respiratorio), Ers (elastancia do sistema respiratorio), Raw (resisténcia de vias
aéreas), Gtis (resisténcia do tecido pulmonar) e Htis (elastancia do tecido

pulmonar);

2 NUmero de células totais e o seu diferencial no lavado broncoalveolar;
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a. Infiltrado celular para eosinodfilos, linfocitos, neutréfilos e

macrofagos;

3 Nos septos alveolares:

a. Avaliacdo do intercepto linear médio (Lm)

b. Avaliacdo dos marcadores inflamatorios pela expresséo celular de
IL-18, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e elastase neutrofilica;

c. Avaliacdo dos marcadores de remodelamento: expressao celular
de TIMP-1, MMP-9, MMP-12, TGF-B e conteudo das fibras
colagenas;

d. Expressao celular de NFkB;

e. Avaliacdo do estresse oxidativo: expressao celular de iINOS.

4 Nas vias aéreas:

a. Avaliagdo do marcadore de remodelamento: expressao celular de

MUCS5AC
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

O presente estudo foi submetido & Comisséo de Etica em Pesquisa no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo, sendo aprovado no dia 21/12/2018. O nimero de protocolo de pesquisa
utilizado foi o n°® 919/17. Para a realizacdo do modelo experimental de enfisema
induzido por elastase, foram utilizados camundongos C57BI/6 machos,
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo. Todos os cuidados necessarios foram fornecidos aos animais, de
acordo com as diretrizes estabelecidas no "Guia de Cuidados e Uso de Animais
de Laboratorio” publicado pelo National Institute of Health (NIH publication 85-
23, revisado em 1985). No inicio do protocolo experimental, os animais

apresentavam uma faixa de peso corporal médio de aproximadamente 20-25g.

4.2. Grupos Experimentais

Os grupos abaixo descritos foram feitos no verao e repetidos no inverno.
Sendo assim o numero total de animais foram de 12 em cada grupo em razéo

de ser 6 animais em cada estacéo.

Modelo animal de exposi¢cdo ambiental — enfisema
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o Grupo SAL: instilacdo intratragueal com soro fisiolégico estéril e
mantido no biotério (n=12);

o Grupo ELA: instilagbes intratragueais de elastase e mantidos no
biotério (n=12);

o Grupo ELA - Local 1: instilagbes intratraqueais de elastase e
exposi¢cdo ambiental no local 1 em Vitéria-ES. (n=12),

o Grupo SAL - Local 1: instilagdo intratraqueal com soro fisiolégico
estéril e exposi¢cdo ambiental no local 1 em Vitoria-ES. (n=12),

o Grupo ELA - Local 2: instilagbes intratraqueais de elastase e
exposi¢do ambiental no local 2 em Vitéria-ES. (n=12),

. Grupo SAL - Local 2: instilac&o intratraqueal com soro fisiol6gico

estéril e exposicdo ambiental no local 2 em Vitéria-ES. (n=12).

Os animais dos grupos SAL e ELA que permaneceram em S&o Paulo
ficaram no biotério de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo, em um ambiente com temperatura e umidade controladas. As
gaiolas em que os animais ficaram alojados possuiam pré-filtros e filtros de ar
de alta eficiéncia que filtram particulas maiores ou iguais a 0,3um e removem

contaminantes microscoépicos do ar.

Os grupos de SAL e ELA que foram enviados para os locais de
exposicdo, foram enviados em duas dois momentos diferentes (verdo e
inverno) e permaneceram durante 28 dias em Vitéria - ES. O periodo da
analise dos animais do grupo verao foi de novembro de 2018 a fevereiro de

2019 e no grupo inverno foi de junho até setembro de 2019.

No Brasil, ha diferengas climaticas significativas entre essas duas
estacOes em relacdo a temperatura, umidade, quantidade de chuva, velocidade
e direcdo dos ventos. No verdo, hd mais chuvas, a temperatura é mais alta,
assim como a umidade. No inverno, as temperaturas sdo mais amenas, as
chuvas sdo mais escassas e a umidade é extremamente baixa. Devido a esse

fator climatico, foi necessario enviar os animais em dois periodos diferentes do
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ano para que pudéssemos avaliar a interferéncia climética no material

particulado e, assim, ser capazes de distingui-la.

4.3. Protocolo Enfisema Pulmonar Induzido por Elastase

No decorrer da pesquisa, foi realizada a administracdo de uma Unica
dose de elastase porcina pancreédtica (E-1250, Sigma, Califérnia, EUA)
intratraqueal nos animais do grupo elastase, utilizando um volume preciso de
50 pL. Essa substancia, conhecida por suas propriedades enzimaticas,
desempenha um papel crucial na indugdo do modelo experimental de
enfisema. Por outro lado, os animais do grupo controle foram submetidos a
administracdo de um volume equivalente de 50 yL de solugdo salina, um
composto isotbnico e inerte que ndo causa impacto significativo no sistema
pulmonar (MARTINS-OLIVERA et al., 2016). Essa abordagem experimental
permite a comparagédo direta entre os efeitos da elastase e da solugdo salina,
sendo fundamental para a analise dos resultados obtidos. A utilizacdo de doses
precisas e uniformes em ambos 0s grupos contribui para a confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados, minimizando possiveis interferéncias

decorrentes de variagcdes na quantidade administrada.

E importante ressaltar que a escolha da elastase porcina pancreéatica
como agente indutor do enfisema se baseia em sua capacidade comprovada
de causar danos estruturais e funcionais nos tecidos pulmonares, replicando
aspectos caracteristicos da doenca em humanos. Por sua vez, a solucdo salina
€ empregada como um controle adequado, proporcionando um ambiente
estavel e isento de estimulos agressivos. Portanto, a manipulacdo cuidadosa
da administracdo dessas substancias nos grupos de estudo permite uma
investigacdo precisa dos mecanismos patolégicos subjacentes ao enfisema,
contribuindo para uma compreensdo mais aprofundada da fisiopatologia dessa

condicao respiratoria.
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4.4. Protocolo de Exposicdao Ambiental

Nos grupos de exposi¢cdo ambiental, os animais dos grupos SAL e ELA
foram submetidos a exposicdo em dois locais na cidade de Vitdria, no Estado
do Espirito Santo, Brasil (Figura 4). O Local 1, situado nessa regido da cidade,
estd a empresa mineradora, cuja principal atividade é a pelotizacdo do minério
de ferro em po, transformando-o em esferas para facilitar o transporte maritimo.
Por sua vez, o Local 2 esta localizado no terraco de um hotel na llha do Boi, a
aproximadamente 5 quildbmetros do Local 1. Nesse local, a corrente de ar
direciona os residuos resultantes da pelotizacdo, gerando a formacéo de

material particulado e a suspensao de particulas no ambiente circundante.
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Figura 4 - Locais de exposi¢cdo ambiental

Essas regides em Vitoria - ES - Brasil foram escolhidas porque séo
locais onde ocorre maior acumulo de poeira de minério de ferro e também
devido a formacdo da borda na regido do Porto de Tubar&o, o que favorece o
deslocamento desse material para a regido oposta localizada no local 2, devido

ao efeito massivo de correntes de vento muito fortes na regiao.
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Devido a heterogeneidade climatica entre as esta¢c6es do ano no Brasil,
decidiu-se realizar o0s experimentos em duas estagbes com clima
completamente diferente, temperatura, umidade e velocidade do vento.

Portanto, escolhemos o verao e o inverno.

4.5. Protocolo de Exposicdo no Modelo de Enfisema Pulmonar

Induzido por Elastase

Apbés a administracdo intratraqueal da elastase, os animais foram
encaminhados para locais de exposicdo ambiental no estado do Espirito Santo.
L4, eles foram submetidos a um periodo de quatro semanas de exposi¢ao
continua aos fatores ambientais presentes nesses locais especificos, 0s
animais ficaram em salas com temperatura controlada, porém recebendo o ar
do ambiente externo. Durante esse periodo, foram monitorados
cuidadosamente para avaliar a resposta pulmonar e os efeitos do ambiente na
funcdo e na estrutura pulmonar. Apés a conclusdo do periodo de exposicdo, 0s
animais foram cuidadosamente transportados de volta para a cidade de S&o
Paulo, no estado de Sdo Paulo, Brasil. Essa etapa foi realizada no vigésimo
oitavo dia do protocolo experimental, com o objetivo de realizar as analises da

mecanica pulmonar e da histopatologia pulmonar.

Ao retornarem a Sdo Paulo, os animais foram submetidos a uma
avaliacdo detalhada, incluindo testes para medir a funcdo pulmonar e exames
histopatolégicos para avaliar as alteragdes estruturais nos tecidos pulmonares.
Essas analises permitiram uma avaliacdo abrangente dos efeitos da exposicéo
ambiental e da elastase sobre o sistema respiratdrio dos animais. O esquema
completo do experimento e do fluxo de procedimentos esta ilustrado na Figura
5, proporcionando uma representacdo visual clara de todas as etapas

realizadas ao longo do estudo. Essa abordagem meticulosa e bem planejada
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garantiu a obtencdo de dados confiaveis e relevantes para a compreensao dos

efeitos da exposicdo ambiental e da elastase no contexto do enfisema.

P Elastase Porcina Pancreatica (E-1250, Sigma, Califérnia,
EUA) volume de 50 pL intratraqueal.

Mecanica Pulmonar

@
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Figura 5 - Protocolo de exposicdo ambiental no modelo de enfisema pulmonar induzido por
elastase

4.6. Avaliacdo da Mecéanica Respiratoria

ApoOs 24 horas de conclusdo do periodo exposicdo ambiental e retorno a
Sédo Paulo, os animais foram submetidos a procedimentos anestésicos com
Tiopental (50 mg/kg i.p.) e submetidos a traqueostomia. Utilizou-se uma canula
de plastico que foi cuidadosamente inserida e fixada no orificio da
traqueostomia, garantindo uma conexao segura. Em seguida, os animais foram
conectados a um sofisticado aparelho de ventilagdo mecéanica para pequenos
animais (FlexiVent, Scireq, Montreal, Canada). Durante o processo de
ventilacdo, foram adotados parametros especificos, incluindo um volume
corrente de 10 ml/kg e uma frequéncia respiratdria de 120 ciclos/min, com um

padrao de fluxo inspiratério senoidal.
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Com o objetivo de evitar qualquer esforco ventilatério por parte dos
animais durante a coleta de dados, administraram-se injecdes intraperitoneais
de pancurénio (0,2 mg/kg). Assim, foram registrados os valores de pressao
gerados durante a ventilacdo controlada. A fim de calcular a impedancia das
vias aéreas em relacdo as diferentes frequéncias aplicadas, utilizou-se um
método que envolveu a geracdo de oscilacbes de fluxo com frequéncias
variadas (de 0,25 a 19,625 Hz) por um periodo de 16 segundos, mantendo a
valvula expiratéria fechada. A partir desses registros de presséo, calculou-se a
impedancia das vias aéreas (Pressao/Fluxo) para cada frequéncia gerada.
Para garantir a precisdo dos calculos, aplicou-se uma janela de sobreposicdo
de 75% nos sinais de 16 segundos, selecionando-se trés blocos consecutivos
de 8 segundos para o calculo dos parametros da mecanica oscilatoria.
Utilizando equacdes especificas, determinou-se a resisténcia das vias aéreas
maiores (Raw), a resisténcia das vias aéreas menores ou dos tecidos (Gtis) e a
elastancia dos tecidos pulmonares (Htis). Esses parametros foram

fundamentais para descrever o modelo pulmonar estudado.

Ao final do experimento, os camundongos foram eutanasiados por meio
da administracdo intraperitoneal de pentobarbital sédico (50 mg/kg) e, em
seguida, realizou-se a heparinizacdo intravenosa com 1000 Ul. Antes da
seccdo da aorta abdominal e veia cava, a parede toracica anterior foi
cuidadosamente aberta, permitindo a remocao dos pulmdes juntamente com o
coracdo. Esses oOrgdos foram preservados para posteriores andlises
morfométricas e  histologicas/histoquimicas, que seriam realizadas
posteriormente em estudos futuros Todo o procedimento foi conduzido
seguindo rigorosos padrbes éticos e de cuidados com 0s animais, garantindo
seu bem-estar e respeitando as diretrizes estabelecidas pelo Comité de Etica
em Pesquisa. (MARTINS-OLIVEIRA; ALMEIDA-REIS; THEODORO-JUNIOR;
OLIVA et al., 2016).

4.7. Avaliacédo do Fluido do Lavado Broncoalveolar (FLBA)
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Logo apoOs realizar a avaliacdo da mecanica do sistema respiratério,
avancamos para a proxima etapa do estudo, que envolveu a realizacdo do
Fluido do Lavado Broncoalveolar (FLBA). Essa técnica € amplamente utilizada
para obter amostras do fluido presente nos pulmdes, permitindo a analise e
contagem de células presentes nesse ambiente. O procedimento foi iniciado
inserindo-se 1,5 mL de solucdo salina na canula traqueal, divididos em trés
doses de 0,5 mL cada. A solugdo salina foi cuidadosamente introduzida para
alcancar as vias aéreas inferiores, garantindo uma amostra representativa do
trato respiratorio. Em seguida, o FLBA foi coletado e submetido a um processo
de centrifugacédo a 790 x g por 10 minutos, a uma temperatura controlada de
5°C. Esse processo permitiu a separacdo das células presentes no fluido

broncoalveolar.

ApoGs a centrifugacdo, obteve-se um pellet celular contendo as células
presentes no FLBA. Para reidratar as células e garantir sua preservacao,
adicionou-se 300 pL de solucdo salina e agitou-se suavemente a amostra
utilizando um vortex. Em seguida, uma porcdo de 100 pyL dessa solucéo foi
utilizada para criar uma lamina para a contagem diferencial de células. Esse
processo permitiu a identificacdo e quantificacédo dos diferentes tipos de células

presentes, tais como neutréfilos, eosindfilos, linfocitos e macréfagos.

Além disso, o restante do FLBA foi novamente submetido a
centrifugacdo, dessa vez em um centrifugo especializado, chamado de
cytospin. Esse processo resultou na concentracdo das células em uma lamina,
que foi posteriormente corada usando o meétodo Diff Quick. Através da
microscopia Optica, utilizando um aumento de 1000x, foi possivel distinguir as
diferentes células presentes e realizar a contagem de aproximadamente 200
células por animal (MARTINS-OLIVERA et al., 2016; THEODORO-JUNIOR et
al., 2017).
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4.8. Avaliacdo da Histopatologia e Imunohistoquimica

Evidenciamos previamente que a expressdo génica de citocinas, por
meio da técnica de PCR, apresentou respostas semelhantes as analises
morfométricas (CAMARGO et al., 2018). Com base nesses resultados
promissores, optamos por expandir nossa investigacdo e analisar marcadores
adicionais de inflamacdo, remodelamento e estresse oxidativo, utilizando
exclusivamente a analise morfométrica apdés os estudos de imuno-

histoquimica.

Apbs a coleta do Fluido do lavado Broncoalveolar (FLBA), procedemos a
retirada de sangue dos animais e a remocao dos coracfes e pulmdes como
uma unidade unica. Os pulmdes foram imediatamente fixados em formaldeido
a 4%, mantendo-se uma pressao constante de 20 cmH20 por um periodo de
24 horas. Em seguida, foram armazenados em &lcool a 70% por até 36 horas,
preparando-os para o processamento histolégico subsequente. Esse processo
envolveu a fixacdo de fragmentos de tecido pulmonar em parafina, garantindo a
preservacao adequada das estruturas. A partir dessas amostras, foram obtidos
cortes com uma espessura de cinco micrémetros, que foram cuidadosamente
dispostos em laminas de vidro revestidas com 3-aminopropil-trietoxisilano

Silane (Sigma), para permitir uma analise histologica precisa dos pulmdes.

Os cortes foram submetidos a uma sequéncia de etapas de preparacao,
incluindo a desparafinizacéo, reidratacdo e tratamento com Proteinase K, que
foi realizado em duas etapas: inicialmente, por 20 minutos a 37°C, seguido por
mais 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram
submetidos a lavagens cuidadosas em solugéo salina tamponada com fosfato
(PBS) para eliminar quaisquer residuos indesejados. Para bloquear a atividade
da peroxidase enddgena, os cortes foram incubados em perdxido de hidrogénio

(H202) a 3% em trés intervalos de 10 minutos.
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Com o objetivo de avaliar a presenca de colageno, utilizamos a
coloracdo de Picro-Sirius nos cortes histologicos. Além disso, preparamos 0S
cortes para a imuno-histoquimica, a fim de investigar a presenca e a
localizacdo de marcadores relevantes, tais como MMP-9, MMP-12, TIMP-1,
iINOS, NFkB, IL-6, IL-10, IL-17, IL-1B, TGF-B, TNF-a, MUC5AC e elastase
neutrofilica. Os anticorpos primarios foram diluidos em solugdo de Albumina
Sérica Bovina (BSA) e aplicados cuidadosamente em cada corte histologico.
Todos os detalhes, incluindo as diluicdes e etiquetas dos anticorpos utilizados,

estao devidamente descritos na Tabela 2.

Marcadores Dilui¢cba Anticorpo Especificacbes
Primario
) SC-7884; Sta Cruz Biotechnology, CA,
IL-1B 1:200 Anti-coelho
USA
IL-6 1:100 Anti-coelho LS Bio Rabbit;LifeSpan C746886
) SC-1783 Goat monoclonal; Sta Cruz
IL-10 1:150 Anti-cabra )
Biotechnology, CA, USA
] SC-7927 Rabbit Polyclonal; Sta Cruz
IL-17 1:500 Anti-coelho )
Biotechnology, CA, USA
Elastase
- 1:500 Anti-cabra Abcam Reserch, AB6872
Neutrofilica
) LS-C299465 Mouse Polyclonal; LifeSpan
TIMP-1 1:400 Anti-coelho
BioScien, Inc, WA, USA
SC-393859 Mouse Monoclonal; Sta Cruz
MMP-9 1:600 Anti-coelho )
Biotechnology, CA, USA
MMP-12 1:3000 Anti-coelho LS Bio Rabbit;LifeSpan C295305
MUCAC 1:500 Anti-rato Abcam Reserch, AB3649
] SC-130348 Mouse Monoclonal; Sta Cruz
TGF-B 1:400 Anti-coelho )
Biotechnology, CA, USA
] ] SC-7271 Rabbit Polycolnal; Sta Cruz
iINOS 1:500 Anti-coelho )
Biotechnology, CA, USA
) SC-8008 Mouse Monoclonal; Sta Cruz
NF«B 1:500 Anti-coelho )
Biotechnology, CA, USA

Tabela 2 - Diluicdo dos Marcadores
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As laminas foram ent&o incubadas durante toda a noite em uma camara
refrigerada e Umida, mantida a uma temperatura de 4°C. Apds um periodo de
incubacdo de 18 a 22 horas, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas
com anticorpos secundarios, conforme listados na Tabela 1. Em seguida, foram
realizadas lavagens adicionais em PBS, a fim de remover quaisquer excessos
de reagentes, e as proteinas foram visualizadas utilizando o cromoégeno
diaminobenzidina (DAB) da Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA. Para
uma melhor visualizacdo e contraste, as secdes foram contra-coradas com
hematoxilina de Harris, um corante histolégico amplamente utilizado, fornecido
pela Merck, Darmstadt, Alemanha. Finalmente, as se¢des foram montadas em
resina de microscopia, garantindo a preservacao e a integridade das amostras

para analises posteriores (POSSA et al., 2012).

49. Analise Morfométrica

Para realizar a analise morfométrica, utilizamos um microscopio optico
equipado com um reticulo de 50 linhas e 100 pontos. Esses pontos possuem
uma area conhecida de 62500um? quando observados com uma ampliacédo de
400 x (WEIBEL, 2010). A técnica de contagem de pontos foi empregada para
realizar a contagem dos septos alveolares. Para isso, sobrepds-se o reticulo
nas regides periféricas dos septos alveolares. Em cada campo selecionado,
calculamos a razéo entre o niumero de células positivas e o total de pontos nos
septos alveolares. Realizamos a avaliacdo em 10 campos por animal, com uma

ampliacdo de 1000x.

Essa abordagem permitiu uma analise detalhada da estrutura dos septos
alveolares, fornecendo informacdes sobre a presenca e distribuicdo de células
positivas nessa regido. Ao utilizar o reticulo e a contagem de pontos, pudemos
obter dados quantitativos e avaliar a densidade das células de interesse nos

septos alveolares.
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A ampliagdo de 1000x nos permitiu examinar as caracteristicas
microscépicas com maior detalhe, proporcionando uma visdo mais precisa das
células presentes nos septos alveolares. Ao avaliar 10 campos por animal,
garantimos uma representatividade adequada e uma analise estatisticamente
significativa dos dados obtidos (CAMARGO et al., 2018).

Para a avaliacdo das vias aéreas, este reticulo foi afixado na base do
epitélio da via aérea e analisado em trés campos ao redor de trés vias aéreas
de cada lamina histologica. Para quantificar as células positivas, foi usada: a
razdo, entre o numero de células positivas presentes na area do reticulo e
namero de pontos que coincidiram com a area de tecido. A totalidade das
andlises foram realizadas com aumento de 1000x; unidade de medida 10%um?

(figura 6).
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Figura 6 -Contagem de células positivas no septo alveolar e vias aéreas
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4.10. Anadlise de Imagens

A analise do conteudo de colageno foi conduzida de forma precisa e
minuciosa, utilizando um conjunto de equipamentos avancados. Para capturar
as imagens necessarias, empregou-se uma camera de alta resolugédo, modelo

DFC 420, fabricada pela empresa Leica, sediada em Wetzlar, Alemanha. Essa
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camera foi habilmente acoplada a um microscopio optico trinocular DM2500,

proporcionando uma visualizag&o clara e nitida das estruturas de interesse.

Com o intuito de processar as imagens de maneira eficiente e precisa,
utilizou-se o software Image ProPlus 4.5, desenvolvido pelo renomado Instituto
Nacional de Saude (NIH), localizado em Bethesda, Maryland, nos Estados
Unidos. Esse software € reconhecido pela sua capacidade de analise de
imagens de alta qualidade, possibilitando uma analise detalhada e confiavel do
contetdo de coldgeno. O método empregado para a deteccdo das fibras
colagenas foi baseado na medicdo da densidade optica. O software Image
ProPlus 4.5 permitiu estabelecer um limiar para identificar as areas positivas,
garantindo uma analise precisa e objetiva. Com base nesses parametros, foi
possivel quantificar as areas positivas em relacdo a area total, fornecendo uma

medida quantitativa do contetdo de colageno presente nos septos alveolares.

Visando uma avaliacdo abrangente e representativa, foram analisados
dez campos dos septos alveolares em cada animal. Essa abordagem rigorosa
assegurou uma amostragem adequada e a obtencéo de resultados confiaveis.
Os resultados foram expressos em forma de porcentagem da area positiva em
relacdo a area total, permitindo uma compreensdo mais clara e precisa do
conteudo de colageno presente nas amostras analisadas (DOS SANTOS et al.,

2018; RIGHETTI et al., 2014)

4.11. Medidas do Intercepto Linear Médio (Lm)

A andlise microscépica envolveu o uso de um reticulo especifico
composto por 50 linhas retas, observadas com uma ampliacdo de 200x. Os
septos alveolares nas regides mais externas foram analisados em 15 campos
diferentes para cada lamina. O reticulo foi posicionado sobre 0s septos
alveolares e o numero de interse¢des entre as linhas e as paredes dos alvéolos

foi contado. Dessa forma, o diametro médio dos alvéolos foi calculado levando
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em consideracdo a area do septo alveolar e o0 numero de intersecdes entre as
linhas e o septo. Em seguida, o Lm foi determinado utilizando a formula: Lm =
2500um / numero médio de vezes que as interseg¢des cruzaram as paredes

alveolares.

Essa abordagem permitiu uma avaliagdo quantitativa da estrutura dos
alvéolos e a determinacdo do tamanho médio dos mesmos. Ao contar as
intersecdes entre as linhas e as paredes alveolares, pudemos obter uma
medida objetiva do diametro médio dos alvéolos. A analise foi realizada em 15
campos diferentes para garantir uma representatividade adequada e uma
analise estatisticamente significativa dos dados obtidos. Ao calcular o Lm,
pudemos quantificar de forma precisa a distancia média entre as paredes
alveolares, fornecendo informagbes importantes sobre a estrutura e a

organizagdo dos alvéolos pulmonares.

A utilizacdo do reticulo especifico e a contagem das intersecdes
forneceram uma metodologia confidvel e reprodutivel para avaliar a estrutura
dos alvéolos e obter medidas objetivas do diametro médio. (ALMEIDA-REIS et
al., 2017).

4.12. Andlise do Particulado

A andlise e caracterizacdo do material particulado coletado foram
conduzidas sob a responsabilidade da renomada Professora Christine Bourotte
(Cidade Universitaria, Sdo Paulo-SP). Ela aplicou técnicas especializadas para

avaliar as propriedades e caracteristicas do material.

Para a coleta simultanea de material particulado atmosférico, utilizamos
equipamentos de amostragem do tipo dicotdmico. Esses dispositivos
permitiram a captura de dois grupos distintos de particulas, sendo a fragéo fina

(MP2,5) com diametro inferior a 2,5 pm e a fracdo grossa (MP2,5-10) com
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diametro entre 2,5 pum e 10 um. Filtros de policarbonato de 47 mm de diametro
e poros de 8,0 um e 0,4 um foram empregados para coletar cada fracao

correspondente.

O processo de coleta foi realizado em dois locais distintos, a empresa e
a ilha do BOi, durante intervalos de 24 horas. Essa abordagem nos permitiu
obter dados representativos das caracteristicas do material particulado nessas
areas especificas. Os filtros utilizados foram devidamente identificados e
armazenados de forma adequada para preservar a integridade das amostras
coletadas.

Além da coleta do material particulado atmosférico, também realizamos
a coleta de poeira de rua, que serve como um indicador adicional das
particulas presentes no ambiente. A poeira de rua é conhecida por acumular
particulas atmosféricas provenientes de diferentes fontes, incluindo a
deposicdo seca e umida, bem como a ressuspensdo de material previamente
depositado. Utilizamos técnicas de varredura em uma area de 3m2
empregando pincéis e escovas para coletar a poeira acumulada. O material
coletado foi devidamente acondicionado em sacos plasticos identificados para

preservar sua integridade durante o transporte e armazenamento.

4.13. Anédlise Estatistica

A Para todas as andlises estatisticas, utilizamos o Software Cientifico de
Graficos SigmaPlot R Versao 11.0. Realizamos uma analise de variancia de um
fator (ANOVA) seguida do método de Holm-Sidak para comparac¢des multiplas,
a fim de avaliar as diferencas entre os grupos. Os resultados foram expressos
como meédias + erros padréo. Para verificar a correlagdo entre as variaveis,
utilizamos a correlacdo de Pearson. Em todas as analises, consideramos um

valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo.



5. RESULTADOS

5.1.

Avaliacdo da Mecanica Pulmonar (Verao)
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A Tabela 3 demonstra os resultados obtidos durante a avaliacdo da

mecanica pulmonar durante o verdo para Resistencia do Sistema Respiratério

(Rrs), Elastancia do Sitema Respiratorio (Ers), Resisténcia de Vias Aéreas

(Raw), Resisténcia do Tecido Pulmonar (Gtis) e Elastancia do Tecido Pulmonar

(Htis).
Avaliagdo da Mecanica Pulmonar

Veréo SAL SAL L1 SAL L2 ELA ELAL1L ELA L2

Rrs 0,66 * 0,80 0,97 101+ 0,76 0,80
(cmH20.s.mL™?) 0,02 0,05 0,08 0,10 0,04 0,01

Ers 32,58 + 35,86 42,37 + 39,73 37,11 + 38,59
(cmH20.s.mL") 1,49 3,52 2,15 3,20 3,65 1,83

Raw 0,18 = 0,28 = 0,42 + 0,50 = 0,28 = 0,31+
(cmH20.s.mL™?) 0,02 0,02 0,09 0,12 0,01 0,03

Gits (cmH20.s® 6,41 6,80 £ 8,06 + 6,05 + 6,67 6,94 +
A.mL1) 0,53 0,68 0,29 0,45 0,56 0,31

Hits (cmH20.s® | 33,30 37,83 40,71 + 36,81 + 42,95 + 38,43
A mL7) 191 3,53 2,55 4,79 2,15 1,87

Média + erro padréo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL.

Tabela 3 — Avaliacdo da mecénica pulmonar no verdo

A Tabela 4 demonstra os resultados obtidos durante a avaliagdo da

mecanica pulmonar durante o inverno.
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Avaliagdo da Mecénica Pulmonar

Inverno SAL SAL L1 SAL L2 ELA ELA L1 ELA L2

Rrs 0,67 + 0,77 + 0,70 + 0,83 + 0,66 + 0,61+
(cmH20.s.mL™?) 0,02 0,07 0,10 0,04 0,05 0,04

Ers 32,75 % 41,69 * 37,91+ 3422+ | 38,92% 32,29 +
(cmH20.s.mL?) 2,32 3,74 5,63 2,23 4,04 2,30

Raw 0,18 + 0,23 £ 0,27 = 0,20 = 0,17 0,17
(cmH20.s.mL™?) 0,01 0,00 0,030%1™ 0,02 0,01 0,01

Gtis (cmH20.s* | 7,15+ 7,42 6,23 + 5902 + 6,42 + 6,27
A.mL1) 0,25 0,56 0,51 0,32 0,53 0,33

Htis (cmH20.s@- | 28,91 + 38,83 36,88 + 39,57+ | 4391+ 39,30 +
A.mL1) 3,23 2,84 3,25 3,36 3,70 3,10

Tabela 4 - Avaliag@o da mecénica pulmonar no inverno.

Média + erro padrao: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA L1; **p<0.05 quando comparado ao grupo ELA L2.

5.1.1. Resisténcia do Sistema Respiratorio (Rrs)

Na avaliacdo da resisténcia do sistema respiratério (Rrs) nos grupos
SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 no verao houve um aumento da
Rrs nos grupos SAL L2 e ELA guando comparados ao grupo SAL (p<0,05).
N&o houve diferenca entre os demais grupos. JA no inverno, ndo houve
diferencas quando comparados os grupos SAL, SAL L1 e SAL L2. O mesmo
ocorreu quando comparados os grupos ELA, ELA L1 e ELA L2.

Na comparagao entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL verdo (0,66 + 0,02 cmH20.s.mL?) e SAL inverno (0,67 + 0,02
cmH20.s.mL?); SAL L1 verdo (0,80 + 0,05 cmH20.s.mL!) e SAL L1 inverno
(0,77 + 0,07 cmH20.s.mL1); SAL L2 verdo (0,97 + 0,08 cmH20.s.mL!) e SAL
L2 inverno (0,70 = 0,10 cmH20.s.mL"1); ELA verédo (1,01 + 0,10 cmH20.s.mL™?)
e ELA inverno (0.83 + 0.04 cmH20.s.mL?); ELA L1 verdo (0,76 + 0,04
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cmH20.s.mL?) e ELA L1 inverno (0,66 + 0,05 cmH20.s.mL™?); ELA L2 verdo
(0,80 + 0,01 cmH20.s.mL!) e ELA L2 inverno (0,61 + 0,04 cmH20.s.mL™?).

5.1.2. Elastancia do Sistema Respiratorio (Ers)

Na avaliacdo da elastancia do sistema respiratorio (Ers) nos grupos SAL,
SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 no verédo nao houve diferencas quando
comparados os grupos SAL, SAL L1 e SAL L2. O mesmo ocorreu quando
comparados os grupos ELA, ELA L1 e ELA L2. Obtivemos os mesmos

resultados no inverno.

Na comparacgdo entre o verdo e inverno ndao houve diferencas entre os
grupos: SAL verdo (32,58 + 1,49 cmH20.s.mL!) e SAL inverno (32,75 + 2,32
cmH20.s.mL?); SAL L1 verdo (35,86 + 3,52 cmH20.s.mL) e SAL L1 inverno
(41,69 * 3,74 cmH20.s.mL™1); SAL L2 verdo (42,37 + 2,15 cmH20.s.mL™!) e SAL
L2 inverno (37,91 £ 5,63 cmH20.s.mL™1); ELA verédo (39,73 + 3,20 cmH20.s.mL"
1) e ELA inverno (34,22 + 2,23 cmH20.s.mL?); ELA L1 verdo (37,11 * 3,65
cmH20.s.mL?) e ELA L1 inverno (38,92 + 4,04 cmH20.s.mL™'); ELA L2 verdo
(38,59 + 1,83 cmH20.s.mL?) e ELA L2 inverno (32,29 + 2,30 cmH20.s.mL™).

5.1.3. Resisténcia de Vias Aéreas (Raw)

Na avaliacdo da resisténcia de vias aéreas (Raw) nos grupos SAL, SAL
L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 no verdo houve um aumento da Raw no
grupo ELA quando comparados ao grupo SAL (p<0,05). Nao houve diferencas

entre os demais grupos.
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No inverno observamos aumento da resisténcia de vias aéreas (Raw)
nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2. Houve um aumento
da Raw no grupo SAL L2 quando comparados aos grupos SAL, ELA L1 e ELA

L2 (p<0,05). Nao houve diferengas entre os demais grupos.

Na comparagéo entre o verdao e inverno nao houve diferengas entre os
grupos: SAL verdo (0,18 + 0,01 cmH20.s.mL!) e SAL inverno (0,18 + 0,01
cmH20.s.mL?) e SAL L1 verdo (0,28 + 0,02 cmH20.s.mL?) e SAL L1 inverno
(0,23 + 0,01 cmH20.s.mL™).

Observamos diferenca da Raw na comparacdo verdo e inverno nos
grupos SAL L2 verdo (0,42 £ 0,09 cmH20.s.mL!) e SAL L2 inverno (0,27 £+ 0,03
cmH20.s.mL?); ELA verdo (0,50 + 0,12 cmH20.s.mL) e ELA inverno (0,20 +
0,01 cmH20.s.mL1); ELA L1 verdo (0,28 + 0,01 cmH20.s.mL?) e ELA L1
inverno (0,17 + 0,01 cmH20.s.mL™?); ELA L2 verédo (0,31 + 0,03 cmH20.s.mL™?)
e ELA L2 inverno (0,17 + 0,01 cmH20.s.mL?) (p<0,05).

5.1.4. Resisténcia do Tecido Pulmonar (Gtis)

Na avaliacdo da resisténcia do tecido pulmonar (Gtis) nos grupos SAL,
SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 no verao nao houve diferengcas quando
comparados 0s grupos SAL, SAL L1 e SAL L2. O mesmo ocorreu gquando
comparados os grupos ELA, ELA L1 e ELA L2. Obtivemos os mesmos

resultados no inverno

Na comparagao entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos: SAL verao (6,41 + 0,53 cmH20.s®mL1) e SAL inverno ( 7,15 + 0,25
cmH20.sta-mL1); SAL L1 verdo (6,80 + 0,68 cmH20.st®mL1) e SAL L1
inverno (7,42 + 0,56 cmH20.s0-AmL"1); SAL L2 verdo (8,06 + 0,29 cmH20.s(!-
A:mL1) e SAL L2 inverno (6,23 + 0,51cmH20.s1-®-mL1); ELA verdo (6,05 + 0,45
cmH20.s3-mL1) e ELA inverno (5,92 + 0,32 cmH20.st®-mL"1); ELA L1 verdo
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(6,67 + 0,56 cmH20.5amL1) e ELA L1 inverno (6,42 *+ 0,53 cmH20.st3-mL-
1); ELA L2 verdo (6,94 + 0,31 cmH20.s®mL™1) e ELA L2 inverno (6,27 + 0,33

cmH20.s33-mL1),

5.1.5. Elastancia do Tecido Pulmonar (Htis)

Na avaliacdo da elastancia do tecido pulmonar (Htis) nos grupos SAL,
SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 no verao nao houve diferengcas quando
comparados os grupos SAL, SAL L1 e SAL L2. O mesmo ocorreu quando
comparados os grupos ELA, ELA L1 e ELA L2. Obtivemos os mesmos

resultados no inverno.

Na comparacdo entre o verdo e inverno ndo houve diferencas entre os
grupos: SAL verdo (33,30 + 1,91cmH20.s3mL1) e SAL inverno (28,91 +
3,23cmH20.s0-A'mL1); SAL L1 verdo (37,83 = 3,53 cmH20.s0amL1) e SAL L1
inverno (38,83 + 2,84cmH20.s1®-mL1); SAL L2 verdo (40,71 + 2,55 cmH20.s(
A:mL?) e SAL L2 inverno (36,88 + 3,25 cmH20.s®-mL?); ELA verdo (36,81 +
4,79 cmH20.sM3'mL1) e ELA inverno (39,57 + 3,36 cmH20.s3mL1); ELA L1
verdo (42,95 *= 2,15 cmH20.s4dmL?1) e ELA L1 inverno (43,91 + 3,70
cmH20.sa-mL1); ELA L2 verdo (38,43 + 1,87 cmH20.s3mL1) e ELA L2
inverno (39,30 + 3,10 cmH20.s®-a:mL1),

5.2. Andlise do Fluido do Lavado Broncoalveolar (FLBA)

A Tabela 5 demonstra os resultados obtidos durante a avaliacdo do
fluido do lavado broncoalveolar durante o verédo para células totais, eosinofilos,

neutrofilos, linfocitos e macroéfagos.
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Fluido do Lavado Broncoalveolar (cells'10°ml)

Veréo SAL SAL L1 SAL L2 ELA ELAL1L ELA L2

Células Totais 1,27 + 0,79 = 1,98 £ 343+ 2,20 = 2,20+
0,11 0,29 0,50 0,47"# 0,35 0,48

Eosinofilos 0,00 * 0,00 0,00 * 0,01 + 0,04 = 0,16 +
0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,14

Neutrofilos 0,00 0,00 0,15+ 0,15+ 0,11 + 0,02 +
0,00 0,00 0,01 0,15 0,09 0,01

Linfocitos 0,00 0,01 + 0,01 + 0,13 0,02 0,04 +
0,00 0,01 0,00 0,07 0,01 0,01

Macréfagos 1,13 + 0,87 £ 1,91 + 3,29 + 2,04 £ 2,14 +
0,15 0,27 0,49 0,42"# 0,30 0,46

Tabela 5 — Avaliacdo do fluido do lavado broncoalveolar no veréo.

Média + erro padréo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0.05 quando comparado

ao grupo SAL L1.

A Tabela 6 demonstra os resultados obtidos durante a avaliagcdo do

fluido do lavado broncoalveolar durante o verdo para células totais, eosinofilos,

neutrofilos, linfécitos e macréfagos

Fluido do Lavado Broncoalveolar (cells/10°ml)
Inverno SAL SAL L1 | SALL2 ELA ELAL1L ELA L2
Células Totais 2.68 = 3.03 % 295+ 4.02 + 8.10+ 8.82 +
0.17 0.89 0.68 0.51 1.75°t#& 1.69°t#&
Eosinofilos 0.00 £ 0.09 + 0.04 + 0.00 + 0.00 + 0.00 +
0.00 0.04"H11.” 0.01 0.00 0.00 0.00
Neutrofilos 0.02 £ 0.17 % 0.08 £ 0.01+ 0.00 = 0.00 £
0.01 0.07"H11™ 0.01 0.00 0.00 0.00
Linfécitos 0.00 = 0.12 + 0.04 0.05 + 0.00 = 0.00 =
0.00 0.04 5t~ 0.01 0.02 0.00 0.00
Macrofagos 2.65 =+ 235+ 2.78 £ 3.96 = 8.12 + 8.83 %
0.16 0.76 0.68 0.50 175-t#& 1.69"t#&
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Tabela 6 - Avaliacéo do fluido do lavado broncoalveolar no inverno.

Média £ erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 'p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2;p<0.05 quando comparado ao grupo ELA L1; **p<0.05 quando comparado ao
grupo ELA L2.

5.2.1.1. Anélise das Células Totais

Na contagem das células totais presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L2, SAL L1, ELA, ELA L1, e ELA L2 no
verdo, houve aumento das células totais no grupo ELA (3,43 + 0,47 X
10%células/uL) quando comparado aos grupos SAL e SAL L1 (p<0,05).

No inverno observamos o aumento das células totais nos grupos ELA L1
(8,10 = 1.75 x 10%élulas/puL) ELA L2 (8,82 + 1,69 x 10%células/uL) quando
comparados aos demais grupos, SAL, ELA, SAL L1 e SAL L2 (p<0,05).

Na comparacgdo entre o verdo e inverno nao houve diferencas entre os
grupos ELA verdo (3,43 £+ 0,36 x 10%células/pL) e ELA inverno (4,02 = 0,51
x10%células/ pL); SAL L2 verdo (1,98 + 0,50 x10%células/ pL) e SAL L2 inverno
(2,95 + 0,68 x 10*células/pL).

Observamos diferengas entre verdo e inverno na contagem de células
totais presentes no fluido do lavado broncoalveolar nos grupos SAL verao
(1,27 + 0,11 x 10%células/ pL) e SAL inverno (2,68 + 0,17 x 10%células/uL); SAL
L1 verdo (0,79 * 0,29 + x 10%élulas/uL) e SAL L1 inverno (3,03 + 0,89
células.10%células/uL); ELA L1 verdo (2,20 + 0,35 x10%células/pL) e ELA L1
inverno (8,10 + 1,75 x 10%élulas/uL); ELA L2 verdo (2,20 + 0,48 x
10%células/pL) e ELA L2 inverno (8,82 + 1,69 x 10%células/pL) (p<0,05).
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5.2.1.2. Analise das Células Diferenciais

5.2.1.2.1. Eosino6filos

Na contagem dos eosinofilos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L2, SAL L1, ELA, ELA L1, e ELA L2 no
verdo nao houve diferencas quando comparados os grupos SAL, SAL L1 e SAL

L2. O mesmo ocorreu qguando comparados os grupos ELA, ELA L1 e ELA L2.

No inverno observamos o aumento dos eosindfilos grupo SAL L1 (0,9 +
0.04 x 10*células/uL) quando comparados aos grupos SAL, ELA, ELA L1 e ELA
L2 (p=<0,05).

5.2.1.2.2. Neutroéfilos

Na contagem dos neutrdfilos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L2, SAL L1, ELA, ELA L1, e ELA L2 no
verdo nao houve diferencas quando comparados os grupos SAL, SAL L1 e SAL

L2. O mesmo ocorreu quando comparados os grupos ELA, ELA L1 e ELA L2.

No inverno observamos o aumento dos neutrofilos no grupo SAL L1 (0,17
+ 0.07 x 10%células/uL) quando comparados aos grupos SAL, ELA, ELA L1 e
ELA L2 (p<0,05).

5.2.1.2.3. Linfécitos
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Na contagem dos linfécitos presentes no fluido do lavado broncoalveolar
nos grupos SAL, SAL L2, SAL L1, ELA, ELA L1, e ELA L2 no verdo nao houve
diferencas quando comparados os grupos SAL, SAL L1 e SAL L2. O mesmo
ocorreu quando comparados os grupos ELA, ELA L1 e ELA L2.

No inverno observamos o aumento dos linfécitos no grupo SAL L1 (0,12 +
0.04 x 10“*células/uL) quando comparados aos grupos SAL, ELA L1 e ELA L2
(p=<0,05).

5.2.1.2.4. Macro6fagos

Na contagem dos macrofagos presentes no fluido do lavado
broncoalveolar nos grupos SAL, SAL L2, SAL L1, ELA, ELA L1, e ELA L2 no
verdo houve aumento dos macrofagos no grupo ELA (3,29 £+ 0,42 x

10%células/uL) quando comparado aos grupos SAL e SAL L1 (p<0,05).

No inverno observamos o aumento dos macrofagos nos grupos ELA L1
(8,12 + 1.75 x 10%élulas/puL) ELA L2 (8,83 + 1,69 x 10%células/uL) quando
comparados aos demais grupos, SAL, ELA, SAL L1 e SAL L2 (p<0,05).

Na comparacédo entre o verdo e inverno ndao houve diferencas entre os
grupos ELA verdo (3,29 * 0,42 x 10%células/uL) e ELA inverno (3,96 + 0,50
x10%células/ pL); SAL L2 verdo (1,91 + 0,49 x10%células/uL) e SAL L2 inverno
(2,78 £ 0,68 x 10*células/pL).

Observamos diferencas entre verdo e inverno na contagem de
macréfagos presentes no fluido do lavado broncoalveolar nos grupos SAL
verdo (1,13 + 0,15 x 10%células/pL) e SAL inverno (2,65 + 0,16 x 10%células/pL);
SAL L1 verdo (0,87 + 0,27 + x 10*células/uL) e SAL L1 inverno (2,35 + 0,76
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células.10%células/pL); ELA L1 verdo (2,04 + 0,30 x10*células/uL) e ELA L1
inverno (8,12 + 1,75 x 10%¢élulas/uL); ELA L2 verdo (2,14 + 0,46 X
10%células/uL) e ELA L2 inverno (8,83 + 1,69 x 10%células/pL) (p<0,05).

5.3. Intercepto Linear Médio (LM)

A Figura 7 demonstra o Intercepto linear médio (LM) nos grupos SAL,
SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 no verdo houve um aumento do LM
nos grupos ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo SAL, SAL L1
e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 7 - Avaliacéo do Intercepto linear médio (um) no verao.
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Média * erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; #p<0,05 quando comparado

ao grupo SAL L1; & p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L2.

A Figura 8 demonstra o Intercepto linear médio (LM) nos grupos SAL
L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 no inverno houve um aumento do LM nos
grupos ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo SAL, SAL L1 e
SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 8 - Avaliacdo do Intercepto linear médio (um) no inverno.

Média * erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; Tp<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2;"p<0.05 quando comparado ao grupo ELA L1; **p<0.05 quando comparado ao
grupo ELA L2.
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Na comparagdo entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL verao (40,26 = 1,02 um) e SAL inverno (40,47 + 0,14 pum); SAL L1
verdo (40,34 + 0,56 um) e SAL L1 inverno (39,86 + 0,61 um); SAL L2 verao
(39,99 + 0,53 um) e SAL L2 inverno (39,91 + 0,57 um); ELA verao (60,35 + 0,84
pm) e ELA inverno (58,69 = 0,79 um); ELA L1 veréo (58,17 £ 0,70 um) e ELA
L1 inverno (58,36 £ 1,45 um); ELA L2 verédo (58,07 + 0,96 um) e ELA L2
inverno (58,83 + 0,87 um).

5.4. Anélise Morfométrica

5.4.1. Marcadores Inflamatérios

A Tabela 7 demonstra os resultados obtidos durante a analise

morfométrica dos marcados inflamatérios durante o verdo para interleucina 1 8
(IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), Interleucina 17 (IL-17), fator

de necrose tumoral (TNF-a) e elastase neutrofilica nos septos alveolares.

Marcadores Inflamatérios (cells10*um?)

Veréo SAL SAL L1 SAL L2 ELA ELALL ELA L2
IL- 1B 1,79 = 8,23 8,33+ 3,82+ 14,10 £ 13,82 +
0,12 0,55"t 0,531 0,37 0,73"1#& 0,77 1#&

IL- 6 4,38 £ 37,25 36,33 12,21 + 42,27 43,11
0,68 0,93"t 0,871 0,63 0,71"1#& 0,66"T#&

IL- 10 7,25 % 38,89 41,90 + 15,67 £ 48,38 + 48,37
0,54 0,80"1 0,30"t# 1,18 0,42"t#& 0,84 1#&

IL- 17 6,52 25,31 + 28,04 14,58 £ 44,40 + 44,26 +
0,18 1,93t 1,381 1,69 1,65"1#& 1,48"1#&

TNF - a 202+ | 4439+ 44,82 + 491 + 50,55 * 50,72 +
0,22 0,60"t 0,571 0,51 0,86"T:#& 0,83"T:#&

Elastase. 3,97 £ 9,67 9,97 £ 6,63 £ 13,11 12,63
Neutrofilica 0,40 0,59t 1,161 0,61 0,53"1:#& 0,48 1#&
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Tabela 7 — Marcadores inflamatérios no veréao.

Média £ erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 'p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2;"p<0.05 quando comparado ao grupo ELA L1; **p<0.05 quando comparado ao

grupo ELA L2.

A Tabela 8 demonstra os resultados obtidos durante a andlise
morfométrica dos marcados inflamatérios durante o inverno para interleucina 1
B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 17 (IL-17),

fator de necrose tumoral (TNF-a) e elastase neutrofilica nos septos alveolares.

Marcadores Inflamatérios (cells10*um?)
Inverno SAL SAL L1 SAL L2 ELA ELALL ELA L2
IL- 1B 1,71 8,52 £ 8,84 4,02 £ 13,68 £ 1453 +
0,17 0,33"t 0,78t 0,23 0,65 “t#& 0,69 1#&
IL-6 4,16 + 36,84 35,81 + 12,63 44,00 44,88 +
0,64 1,217t 1,11°F 0,73 1,51"1#& 1,96"1#&
IL- 10 6,91 + 39,77 = 42,42 + 1542 + 47,06 + 49,81 +
0,59 1,17t 0,971 1,15 0,79 t#& 1,11%1#&
IL-17 7,22 £ 22,87 24,88 £ 14,65 + 43,44 + 41,98 =
0,17 0,58"t 1,26"1 0,12 2,55 T#& 0,57 1#&
TNF — a 2,19+ 4447 * 44,09 = 4,29 + 50,20 £ 51,35+
0,27 0,49"t 0,591 0,60" 0,76 T#& 0,61 1#&
Elastase. 3,85+ 8,45+ 8,72 6,26 12,21 + 12,37 =
Neutrofilica 0,25 0,33 1,05 0,54 0,72"1#& 1,03"1#&

Tabela 8 - Marcadores inflamatérios no inverno

Média + erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0.05 quando comparado ao
grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 ép<0.05 quando comparado ao grupo
SAL L2.

54.1.1. Expresséo celular de interleucina 1B (IL-1B)
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A Figura 9 demonstra o numero de células positivas para IL-1B
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo
SAL (p=<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células
positivas para IL-1B nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando
comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade
de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos
grupos SAL L1 e SAL L2 (p=0,05).
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Figura 9 - Avaliacdo do numero de células positivas para IL-18 nos septos alveolares no verao.

Média £ erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 'p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 &p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.
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Os resultados da contagem de células positivas para IL-1B presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA,ELAL1 e ELA L2
no inverno estdo demonstrados na Figura 10. Observamos aumento da
quantidade de células positivas para IL-1B nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA,
ELA L1 e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento
na quantidade de células positivas para IL-1B nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA
L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve
aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2

guando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 10 - Avaliacdo do nimero de células positivas para IL-16 nos septos alveolares no
inverno.

Média * erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; Tp<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 &p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.
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Na comparagdo entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL verdo (2,02 + 0,22 células/10*um?) e SAL inverno (2,10 + 0,27
células/10%um?); SAL L1 verdo (44,39 + 0,60 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(44,51 + 0,49 células/10*um?); SAL L2 verdo (44,82 + 0,57 células/10*um?) e
SAL L2 inverno (44,76 + 0,58 células/10*um?); ELA verdo (4,21 * 0,50
células/10*um?) e ELA inverno (4,70 + 0,60 células/10*um?);ELA L1 verdo
(50,33 + 0,86 células/10*um?) e ELA L1 inverno (50,60 + 0,76 células/10*um?);
ELA L2 verdo (50,72 + 0,82 células/10*um?) e ELA L2 inverno (52,13 + 0,61
células/10%um?).

5.4.1.2. Expresséao celular de interleucina 6 (IL-6)

A Figura 11 demonstra o numero de células positivas para IL-6 presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA,ELAL1 e ELAL2
no verdo houve aumento da quantidade células positivas nos grupos SAL L1,
SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo SAL (p<0,05).
Observamos também aumento da quantidade células positivas para IL-6 nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 guando comparado ao grupo ELA
(p<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade de células positivas nos
grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2
(p=<0,05).
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Figura 11 - Avaliagdo do nimero de células positivas para IL-6 nos septos alveolares no verao.

Média * erro padrédo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; Tp<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para IL-6 presentes nos
septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELAL2 no
inverno estdo demonstrados na Figura 12. Observamos aumento da
guantidade de células positivas para IL-6 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA,
ELA L1 e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento
na quantidade de células positivas para IL-6 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA
L1, e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve
aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2

quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p<0,05).
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Figura 12 - Avaliagdo do numero de células positivas para IL-6 nos septos alveolares no
inverno.

Média * erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; Tp<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparagéo entre o verao e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL verdo (4,38 + 0,68 células/10*um?) e SAL inverno (4,16 + 0,64
células/10%um?); SAL L1 verdo (37,25 + 0,93 células/10%um?) e SAL L1 inverno
(36,84 + 1,21 células/10*um?); SAL L2 verdo (36,33 + 0,87 células/10*um?) e
SAL L2 inverno (35,81 + 1,11 células/10*um?); ELA verdo (12,21 + 0,63
células/10*um?) e ELA inverno (12,63 + 0,73 células/10*um?); ELA L1 verédo
(42,27 + 0,71 células/10*um?) e ELA L1 inverno (44,00 + 1,51 células/10*um?);
ELA L2 verdo (43,11 + 0,66 células/10*um?) e ELA L2 inverno (44,88 + 1,96
células/10%um?).
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5.4.1.3. Expresséao celular de interleucina 10 (IL-10)

A Figura 13 demonstra o numero de células positivas para IL-10
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo
SAL (p<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células
positivas para IL-10 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando
comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade
de células positivas nos grupos SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparado
ao grupo SAL L1 e aumento nas células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2

guando comparado ao grupo SAL L2 (p<0,05).
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Figura 13 - Avaliacdo do numero de células positivas para IL-10 nos septos alveolares no
verao.
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Média £ erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 'p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 &4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para IL-10 presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELAL1 e ELAL2
no inverno estdo demonstrados na Figura 14. Observamos aumento da
quantidade de células positivas para IL-10 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA,
ELA L1 e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento
na quantidade de células positivas para IL-10 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA
L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve
aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2

guando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).

&
&
#
60 #
T
i *
N T *
e 50 T % T
- * =
o
-— T
\L T
gcd40
20
= 0
n =
o
n.<é30
O +—
£3
=]
Emzo *
(¥)
o T
S
= 10
0
N 2 N 2
N N \/ A\
N I v by ¥ by
o o o ok < o

Figura 14 - Avaliagdo do nimero de células positivas para IL-10 nos septos alveolares no
inverno.
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Média £ erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 'p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 &4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2

Na comparacgao entre o verdo e inverno nao houve diferencas entre os
grupos SAL verdo (7,25 *+ 0,54 células/10*um?) e SAL inverno (6,91 + 0,59
células/10*um?); SAL L1 verdo (38,89 + 0,80 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(39,77 + 1,17 células/10*um?); SAL L2 verdo (41,90 + 0,30 células/10%*um?) e
SAL L2 inverno (42,42 + 0,97 células/10*um?); ELA verdo (15,67 + 1,69
células/10*um?) e ELA inverno (15,42 + 1,15 células/10*um?); ELA L1 veréo
(48,38 + 0,42 células/10*um?) e ELA L1 inverno (47,06 + 0,79 células/10*um?);
ELA L2 verdo (48,37 * 0,84 células/10*um?) e ELA L2 inverno (49,81 + 1,11

células/10%um>).

5.4.1.4. Expresséo celular de interleucina 17 (IL-17)

A Figura 15 demonstra o numero de células positivas para IL-17
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L2, SAL L1, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo
SAL (p<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células
positivas para IL-17 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando
comparado ao grupo ELA (p=<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade
de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos
grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 15 - Avaliagdo do numero de células positivas para IL-17 nos septos alveolares no
verao.

Média * erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; Tp<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para IL-17 presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 no
inverno estdo demonstrados na Figura 16. Observamos aumento da
guantidade de células positivas para IL-17 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA,
ELA L1, e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento
na quantidade de células positivas para IL-17 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA
Lle ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve
aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2

quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p<0,05).
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Figura 16 - Avaliagdo do nimero de células positivas para IL-17 no septo alveola no inverno.

Média * erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; Tp<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparacgdo entre o verdo e inverno ndao houve diferencas entre os
grupos SAL verdo (6,52 + 0,18 células/10*um?) e SAL inverno (7,22 + 0,17
células/10*um?); SAL L1 verdo (25,31 + 1,93 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(22,87 + 0,58 células/10*um?); SAL L2 verdo (28,04 + 1,38 células/10*um?) e
SAL L2 inverno (24,88 + 1,26 células/10*um?); ELA verdo (14,58 + 1,69
células/10*um?) e ELA inverno (14,65 + 0,12 células/10*um?); ELA L1 verdo
(44,40 * 1,65 células/10*um?) e ELA L1 inverno (43,44 + 2,55 células/10*um?);
ELA L2 verdo (44,26 + 1,48 células/10*um?) e ELA L2 inverno (41,98 + 0,57

células/10%um?).
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5.4.1.5. Expresséo celular de fator de necrose tumoral
(TNF-a)

A Figura 17 demonstra o numero de células positivas para TNF-a
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo
SAL (p<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células
positivas para TNF-a nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando
comparado ao grupo ELA (p=<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade
de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos
grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 17 - Avaliacdo do numero de células positivas para TNF-a nos septos alveolares no
verao.
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Média £ erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 'p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para TNF-a presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA,ELAL1 e ELAL2
no inverno estdo demonstrados na Figura 18. Observamos aumento da
quantidade de células positivas para TNF-a nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA,
ELA L1 e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento
na quantidade de células positivas para TNF-a nos grupos SAL L1, SAL L2,
ELA L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso,
houve aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA
L2 quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 18 - Avaliagdo do nimero de células positivas para TNF-a nos septos alveolares no
inverno.
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Média £ erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 'p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 &4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparacgao entre o verdo e inverno nao houve diferencas entre os
grupos SAL verdo (2,02 + 0,22 células/10*um?) e SAL inverno (2,19 + 0,27
células/10*um?); SAL L1 verdo (44,39 + 0,60 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(44,47 + 0,49 células/10*um?); SAL L2 verdo (44,82 + 0,57 células/10%*um?) e
SAL L2 inverno (44,09 * 0,59 células/10*um?); ELA verdo (4,91 + 0,51
células/10*um?) e ELA inverno (4,29 + 0,60 células/10*um?);ELA L1 verdo
(50,55 * 0,86 células/10*um?) e ELA L1 inverno (50,20 + 0,76 células/10*um?);
ELA L2 verdo (50,72 * 0,83 células/10*um?) e ELA L2 inverno (51,35 * 0,61

células/10%um>).

5.4.1.6. Elastase neutrofilica

A Figura 19 demonstra o nimero de células positivas para elastase
neutrofilica presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2,
ELA, ELA L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células
positivas nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando
comparados ao grupo SAL (p<0,05). Observamos também aumento da
quantidade de células positivas para elastase neutrofilica nos grupos SAL L1,
SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além
disso, houve aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e
ELA L2 quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p<0,05).
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Figura 19 - Avaliacdo do numero de células positivas para elastase neutrofilica nos septos
alveolares no veréo.

Média * erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para elastase
neutrofilica presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2,
ELA, ELA L1 e ELA L2 no inverno estdo demonstrados na Figura 20.
Observamos aumento da quantidade de células positivas para elastase
neutrofilica nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 comparado ao
grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento na quantidade de células
positivas para elastase neutrofilica nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando
comparado aos grupos ELA, SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 20 - Avaliagdo do nimero de células positivas para elastase neutrofilica nos septos
alveolares no inverno.

Média + erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; 'p<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0.05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparagéo entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL verdo (3,97 + 0,04 células/10*um?) e SAL inverno (3,85 * 0,25
células/10*um?); SAL L1 verdo (9,67 + 0,59 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(8,45 + 0,33 células/10*um?); SAL L2 veréo (9,97 + 0,59 células/10*um?) e SAL
L2 inverno (8,72 + 1,05 células/10*um?); ELA verdo (6,63 * 0,64
células/10*um?) e ELA inverno (6,26 + 0,54 células/10*um?); ELA L1 verdo
(13,11 + 0,53 células/10*um?) e ELA L1 inverno (12,21 + 0,72 células/10*um?);
ELA L2 verdo (12,63 + 0,48 células/10*um?) e ELA L2 inverno (12,37 + 1,03

células/10%um3).



A Tabela 9 demonstra os

5.4.2. Remodelamento
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resultados obtidos durante a analise

morfométrica dos marcados de remodelamento durante o verdo para Inibidor

tecidual de metaloproteinases da matriz 1 (TIMP-1), metaloproteinase 9 (MMP-

9) metaloproteinase 12 (MMP-12), fator de transformacdo do crescimento beta

(TGF-B) e fibras coldgenas nos septos alveolares.

Remodelamento (10*cells/mL)
Veréo SAL SAL L1 SAL L2 ELA ELALL ELAL2
TIMP-1 255+ 16,46 £ 20,12 £ 3,49 52,94 57,35
0,47 1,061 2,381 0,61 1,85"1#& 1,17"1#8&
MMP-9 10,48 £ 35,30 = 36,95 + 18,69 £ 51,69 = 54,09 =
0,45 1,801 0,69"1 1,24 2,41 1#& 2,42 1#&
MMP-12 6,29 36,23 = 35,48 + 11,97 £ 49,06 + 50,53 =
0,69 1,071 1,421 0,93 0,74 t#& 0,86"t#&
TGF-B 1,85+ 39,80 = 40,46 + 6,97 45,28 + 46,76 +
0,25 0,821 0,75t 0,74 0,77 1#& 0,50"T:#&
Fibras 6,32 + 20,18 £ 18,88 £ 11,61 £ 25,79 £ 26,77 £
Colagenas (%) 0,90 1,351 1,731 1,09 0,95 1#& 1,40"1#&

Tabela 9 — Remodenalento no verao.

Média + erro padrdo: *p<0.05 quando comparado ao grupo SAL; Tp<0.05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0.05 quando comparado ao grupo SAL L1 &p<0.05 quando comparado ao

grupo SAL L2.
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A Tabela 10 demonstra os resultados obtidos durante a andlise
morfométrica dos marcados de remodelamento durante o ver&o para Inibidor
tecidual de metaloproteinases da matriz 1 (TIMP-1), metaloproteinase 9 (MMP-
9) metaloproteinase 12 (MMP-12), fator de transformacao do crescimento beta

(TGF-B) e fibras coldgenas nos septos alveolares.

Remodelamento (10*cells/mL)
Inverno SAL SAL L1 | SALL2 ELA ELALL ELALZ2
TIMP-1 3,66 £ 17,05 £ 22,72 £ 4,40 £ 52,55 + 57,22 £
0,85 1,21°1 3,151 0,60 1,33 148 1,23 1#&
MMP-9 10,76 £ 33,70 £ 37,59 £ 18,50 £ 50,07 £ 49,37
0,91 1,32°1 1,781 1,41 1,84 1#& 0,99"1#&
MMP-12 6,36 = 36,52 £ 35,79 £ 12,16 £ 50,54 51,04 £
0,61 0,931 1,071 1,05 1,61"1#& 1,00 t#&
TGF-B 1,95+ 39,54 + 40,16 + 7,76 = 45,43 45,67
0,21 0,71t 0,441 0,57 0,58 1:#& 0,46 1:#&
Fibras 6,37 £ 20,71 £ 20,15+ 11,97 £ 25,49 + 27,07 £
Colagenas (%) | 0,92 1,23 1,87" 0,73° 0,56"1#8& | 1 32°1#&

Tabela 10 - Remodelamento no inverno.

Média * erro padrao: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0,05 quando comparado ao
grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao grupo
SAL L2.

5.4.2.1. Expressdo celular do inibidor tecidual de

metaloproteinases da matriz 1 (TIMP-1)

A Figura 21 demonstra 0 niumero de células positivas para TIMP-1
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdao houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo SAL
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(p<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células positivas
para TIMP-1 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparado
ao grupo ELA (p=<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade de células
positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos grupos SAL L1
e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 21 - Avaliagdo do numero de células positivas para TIMP-1 nos septos alveolares no
verao.

Média * erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para TIMP-1 presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELALl1 e ELA L2
no inverno estdo demonstrados na Figura 22. Observamos aumento da
quantidade de células positivas para TIMP-1 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA
L1 e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento na
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quantidade de células positivas para TIMP-1 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA
L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve
aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2

guando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 22 - Avaliagdo do numero de células positivas para TIMP-1 nos septos alveolares no
inverno.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 &p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparagéo entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL verdo (2,55 *+ 0,47 células/10*um?) e SAL inverno (3,66 + 0,85
células/10*um?); SAL L1 verdo (16,46 + 1,06 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(17,05 + 1,21 células/10*um?); SAL L2 verdo (20,12 + 2,38 células/10*um?); e
SAL L2 inverno (22,72 + 3,15 células/10*um?); ELA verdo (3,49 + 0,61
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células/10*um?) e ELA inverno (4,40 + 0,60 células/10*um?); ELA L1 verdo
(52,94 + 1,85 células/10*um?) e ELA L1 inverno (52,55 * 1,33 células/10%um?)
ELA L2 verdo (57,35 + 1,17 células/10*um?) e ELA L2 inverno (57,22 + 1,23

células/10%um>).

5.4.2.2. Expressao Celular da metaloproteinase 9 (MMP-
9)

A Figura 23 demonstra o numero de células positivas para MMP-9
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo
SAL (p<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células
positivas para MMP-9 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 guando
comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade
de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos
grupos SAL L1 e SAL L2 (p=0,05).
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Figura 23 - Avaliagdo do numero de células positivas para MMP-9 nos septos alveolares no
verao.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para MMP-9 presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA,ELAL1 e ELAL2
no inverno estdo demonstrados na Figura 24. Observamos aumento da
guantidade de células positivas para MMP-9 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA,
ELA L1 e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento
na quantidade de células positivas para MMP-9 nos grupos SAL L1, SAL L2,
ELA L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso,
houve aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA

L2 quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p<0,05).
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Figura 24 - Avaliagdo do numero de células positivas para MMP-9 nos septos alveolares no
inverno.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparagéo entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL verdo (2,02 + 0,22 células/10*um?) e SAL inverno (2,10 + 0,27
células/10%um?); SAL L1 verdo (44,39 + 0,60 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(44,51 + 0,49 células/10*um?); SAL L2 verdo (44,82 + 0,57 células/10*um?) e
SAL L2 inverno (44,76 + 0,58 células/10*um?); ELA verdo (4,21 + 0,50
células/10*um?) e ELA inverno (4,70 + 0,60 células/10*um?);ELA L1 verdo
(50,33 + 0,86 células/10*um?) e ELA L1 inverno (50,60 *+ 0,76 células/10*um?);
ELA L2 verdo (50,72 + 0,82 células/10*um?) e ELA L2 inverno (52,13 + 0,61

células/10%um3).
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5.4.2.3. Expressao celular da metaloproteinase 12 (MMP-
12)

A Figura 25 demonstra o niumero de células positivas para MMP-12
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo
SAL (p<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células
positivas para MMP-12 nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 guando
comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade
de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos
grupos SAL L1 e SAL L2 (p=0,05).
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Figura 25 - Avaliagdo do nimero de células positivas para MMP-12 nos septos alveolares no
verao.
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Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; fp<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para MMP-12 presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA,ELAL1 e ELAL2
no inverno estdo demonstrados na Figura 26. Observamos aumento da
quantidade de células positivas para MMP-12 nos grupos SAL L1, SAL L2,
ELA, ELA L1 e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também
aumento na quantidade de células positivas para MMP-12 nos grupos SAL L1,
SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além
disso, houve aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e
ELA L2 quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 26 - Avaliacdo do numero de células positivas para MMP-12 nos septos alveolares no
inverno.
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Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; fp<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparacgdo entre o verdo e inverno ndao houve diferencas entre os
grupos SAL verdo (6,29 + 0,69 células/10*um?) e SAL inverno (6,36 + 0,61
células/10*um?); SAL L1 verdo (36,23 + 1,07 células/10%células/mL) e SAL L1
inverno (36,52 + 0,93 células/10%células/mL); SAL L2 verdo (35,48 + 1,42
células/10%células/mL) e SAL L2 inverno (35,79 + 1,07 células/10*um?); ELA
verdo (11,97 *= 0,93 células/10*uym?) e ELA inverno (12,16 * 1,05
células/10%células/mL); ELA L1 verdo (49,06 + 0,74 células/10*células/mL) e
ELA L1 inverno (50,54 + 1,61 células/10%células/mL); ELA L2 verdo (50,53 *
0,86 células/10*um?) e ELA L2 inverno (51,04 + 1,00 células/10%um?2).

5.4.2.4. Expresséo celular do fator de transformacé&o do

crescimento beta (TGF-B)

A Figura 27 demonstra o namero de células positivas para TGF-B
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo
SAL (p=<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células
positivas para TGF-B nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando
comparado ao grupo ELA (p=<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade
de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos
grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 27 - Avaliagdo do nimero de células positivas para TGF-8 nos septos alveolares no
verao.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 &p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para TGF-B presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA,ELAL1 e ELAL2
no inverno estdo demonstrados na Figura 28. Observamos aumento da
guantidade de células positivas para TGF-B nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA,
ELA L1 e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento
na quantidade de células positivas para TGF-B nos grupos SAL L1, SAL L2,
ELA L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso,
houve aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA
L2 quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p<0,05).
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Figura 28 - Avaliacdo do numero de células positivas para TGF-8 nos septos alveolares no
inverno.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparagéo entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL verdo (1,85 * 0,25 células/10*um?) e SAL inverno (1,95 + 0,21
células/10*um?); SAL L1 verdo (39,80 + 0,82 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(39,54 + 0,71 células/10*um?); SAL L2 verdo (40,46 + 0,75 células/10*um?) e
SAL L2 inverno (40,16 + 0,44 células/10*um?); ELA verdo (6,97 + 0,74
células/10*um?) e ELA inverno (7,76 + 0,57 células/10*um?); ELA L1 verdo
(45,28 + 0,77 células/10*um?) e ELA L1 inverno (45,43 + 0,58 células/10*um?);
ELA L2 verdo (46,76 + 0,50 células/10*um?) e ELA L2 inverno (45,67 + 0,46

células/10%um?).
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5.4.2.5. Fibras colagenas

A Figura 29 demonstra o contetudo de fibras colagenas presentes nos
septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELAL1 e ELA L2 no
verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos grupos SAL L1,
SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo SAL (p<0,05).
Observamos também aumento no conteudo de fibras colagenas nos grupos
SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05).
Além disso, houve aumento no contetdo de fibras coldgenas nos grupos ELA
L1 e ELA L2 quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p<0,05).
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Figura 29 - Avaliagdo do nimero de células positivas para fibras colagenas nos septos
alveolares no veréo.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.
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Os resultados do conteudo de fibras coldgenas presentes nos septos
alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 no inverno
estdo demonstrados na Figura 30. Observamos aumento no conteudo de
fibras colagenas nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2
comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento no conteudo de
fibras colagenas nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando
comparados ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve aumento no conteudo
de fibras colagenas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos
grupos SAL L1 e SAL L2 (p=0,05).
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Figura 30 - Avaliagdo do nimero de células positivas para fibras colagenas nos septos
alveolares no inverno.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.
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Na comparagdo entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL veréo (6,32 = 0,90 %) e SAL inverno (6,37 + 0,92 %); SAL L1 veréo
(20,18 £ 1,35 %) e SAL L1 inverno (20,71 + 1,23 %); SAL L2 verdo (18,88 +
1,73 %) e SAL L2 inverno (20,15 * 1,87 %); ELA verdo (11,61 + 1,09 %) e ELA
inverno (11,97 + 0,73 %); ELA L1 verao (25,79 = 0,95 %) e ELA L1 inverno
(25,49 + 0,56 %); ELA L2 verao (26,77 + 1,40 %) e ELA L2 inverno (27,07 %
1,32 %).

5.4.3. Expresséo celular de mucina 5 AC (MUC5AC)

em vias aéreas

A Figura 31 demonstra o niamero de células positivas para MUC5AC
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo
SAL (p<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células
positivas para MUC5AC nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando
comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade
de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos
grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 31 - Avaliagdo do numero de células positivas para MUC5AC nas vias aéreas no verao.

Média * erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para MUC5AC
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no inverno estdo demonstrados na Figura 32. Observamos
aumento da quantidade de células positivas para MUC5AC nos grupos SAL L1,
SAL L2, ELA, ELA L1 e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve
também aumento na quantidade de células positivas para MUC5AC nos grupos
SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05).
Além disso, houve aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA
L1 e ELA L2 quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p<0,05).
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Figura 32 — Avaliacéo do ndmero de células positivas para MUC5AC nas vias aéreas no
inverno.

Média * erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 &p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparacgdo entre o verdo e inverno ndao houve diferencas entre os
grupos SAL verdo (1,85 *+ 0,30 células/10*um?) e SAL inverno (1,91 + 0,44
células/10*um?); SAL L1 verdo (10,26 + 0,66 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(9,68 + 0,97 células/10*um?); SAL L2 verdo (10,30 + 0,74 células/10*um?) e
SAL L2 inverno (9,91 * 1,18 células/10*um?); ELA verdo (5,18 * 0,44
células/10*um?) e ELA inverno (5,32 + 0,42 células/10*um?); ELA L1 verdo
(15,48 + 1,36 células/10*um?), ELA L1 inverno (14,49 + 1,33 células/10*um?);
ELA L2 verdo (14,71 + 1,20 células/10*um?) e ELA L2 inverno (15,21 + 1,11

células/10%um?).
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5.4.4. Expresséo celular de iNOS

A Figura 33 demonstra 0 numero de células positivas para iNOS
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1, e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1, e ELA L2 quando comparados ao grupo SAL
(p<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células positivas
para iINOS nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparado
ao grupo ELA (p=<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade de células
positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos grupos SAL L1
e SAL L2 (p=<0,05).
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Figure 33 - Avaliacdo do numero de células positivas para iINOS nos septos alveolares no
verao.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 &p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para iINOS presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L2, SAL L1, ELA, ELA L1, e ELA
L2 no inverno estdo demonstrados na Figura 34. Observamos aumento da
quantidade de células positivas para INOS nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA,
ELA L1, e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento
na quantidade de células positivas para iNOS nos grupos SAL L2, ELA L1 e
ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve
aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2
guando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 34 - Avaliacdo do numero de células positivas para iINOS nos septos alveolares no
verao.

Média * erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; 7p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 &p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparacgdo entre o verdo e inverno ndao houve diferencas entre os
grupos SAL verdo (5,04 + 0,73 células/10%células/uL) e SAL inverno (5,27 +
0,66 células/10*um?); ELA verdo (14,02 + 1,45 células/10*um?) e ELA inverno
(13,88 + 1,26 células/10*um?); ELA L1 verdo (53,99 + 3,27 células/10*um?) e
ELA L1 inverno (52,45 + 3,50 células/10*um?); ELA L2 verdo (53,74 *+ 2,92
células/10*um?) e ELA L2 inverno (52,09 + 2,18 células/10%um?2).

Observamos um aumento numero de células positivas para iNOS nos
grupos SAL L1 verdo (32,54 + 1,89 células/10*um?) e SAL L2 verdo (33,30 +
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1,40 células/10*um?) em relacdo aos grupos SAL L1 inverno (19,15 + 2,26
células/10*um?) e SAL L2 inverno (25,02 + 1,51 células/10*um?) (p<0,05).

5.4.5. Expresséo celular de fator nuclear kappa B
(NFkB)

A Figura 35 demonstra o numero de células positivas para NFkB
presentes nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELA
L1 e ELA L2 no verdo houve aumento da quantidade de células positivas nos
grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparados ao grupo SAL
(p<0,05). Observamos também aumento da quantidade de células positivas
para NFkB nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 quando comparado
ao grupo ELA (p=<0,05). Além disso, houve aumento na quantidade de células
positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2 quando comparado aos grupos SAL L1
e SAL L2 (p=<0,05).
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Figura 35 — Avaliacdo do nimero de células positivas para NF«B nos septos alveolares no
verao.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 4p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Os resultados da contagem de células positivas para NFkB presentes
nos septos alveolares nos grupos SAL, SAL L1, SAL L2, ELA, ELAL1 e ELAL2
no inverno estdo demonstrados na Figura 36. Observamos aumento da
guantidade de células positivas para NFkB nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1
e ELA L2 comparado ao grupo SAL (p<0,05). Houve também aumento na
quantidade de células positivas para NFkB nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1
e ELA L2 quando comparado ao grupo ELA (p<0,05). Além disso, houve
aumento na quantidade de células positivas nos grupos ELA L1 e ELA L2

quando comparado aos grupos SAL L1 e SAL L2 (p=<0,05).
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Figure 36 Avaliacdo do numero de células positivas para NFkB nos septos alveolares no
inverno.

Média + erro padrdo: *p<0,05 quando comparado ao grupo SAL; p<0,05 quando comparado
ao grupo ELA; #p<0,05 quando comparado ao grupo SAL L1 &p<0,05 quando comparado ao
grupo SAL L2.

Na comparagéo entre o verdo e inverno nao houve diferengas entre os
grupos SAL verdo (4,03 + 0,61 células/10*um?) e SAL inverno (4,16 + 0,61
células/10*um?); SAL L1 verdo (34,82 + 1,42 células/10*um?) e SAL L1 inverno
(32,05 + 1,81 células/10*um?); SAL L2 verdo (35,20 + 2,17 células/10*um?) em
relacdo ao grupo SAL L2 inverno (31,14 = 0,90 células/10%um?) ELA verao
(7,38 + 0,49 células/10*um?) e ELA inverno (7,81 + 0,58 células/10*um?); ELA
L1 verdo (54,23 * 3,04 células/10*um?) e ELA L1 inverno (50,12 + 1,92
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células/10*um?); ELA L2 verdo (49,98 + 2,12 células/10*um?) e ELA L2 inverno
(48,84 + 2,03 células/10*um?).

5.5. Correlacédo de Pearson

A realizacdo da correlacdo de Pearson no verdo com todos dados
obtidos mostrou correlagdes baixas a moderadas da elastancia e resisténcia do
tecido pulmonar (Gtis e Htis, respectivamente) com marcadores inflamatérios:
IL-18 (R=0,465 p=0,015, R=0,447 p=0,006), IL-6 (R=0,465 p=0,004, R=0,386
p=0,023), IL-10 (R=0,484 p=0,003, R=0,435 p=0,008), IL-17 (R=0,434 p=0,008,
R=0,349 p=0,037), TNF-a (R=0,500 p=0,002, R=0,386 p=0,020); marcadores
de remodelamento: TIMP-1 (R=0,458 p=0,005, R=0,436 p=0,008), MMP-9
(R=0,476 p=0,003, R=0,416 p=0,01), MMP-12 (R=0,481 p=0,003, R=0,421
p=0,01), TGF-B (R=0,496 p=0,002, 0,387 p=0,020), as fibras colagenas
apresentaram correlacdbes moderadas apenas com Gtis (0,472 p=0,003);
marcadores de estresse oxidativo: INOS (R=0,402 p=0,015, R=0,396 p=0,017)
e mecanismo envolvido: NFkB (R=0,477 p=0,003, R=0,411 p=0,013).

No inverno, apenas Htis apresentou correlacdo com marcadores
inflamatérios: IL-18 (R=0,379 p=0,023), IL-6 (R=0,395 p=0,017), IL-10 (R=0,360
p=0,031), IL-17 (R=0,422 p=0,010), TNF-a (R=0,331 p=0,049), Neutrdfilos
(R=0,496 p=0,002); marcadores de remodelamento: TIMP-1 (R=0,383
p=0,021), MMP-9 (R=0,433 p=0,008), MMP-12 (R=0,407 p=0,014, 0,421
p=0,01), MUC5AC (0,408 p=0,014), TGF-B (0,394 p=0,017), fibras colagenas
(R=0,422 p=0,010); marcadores de estresse oxidativo: INOS (R=0,435
p=0,008) e mecanismo envolvido: NFkB (R=0,381 p=0,021).

5.6. Andlise Qualitativa (Fotomicrograficas)
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A analise qualitativa das fotomicrograficas representativas estéao
apresentadas na Figura 37 para o verdo e na Figura 38 para o inverno,
ilustrando os processos inflamatorios, mecanismo envolvido, estresse oxidativo
e remodelamento da matriz extracelular. Os processos inflamatérios séo
ilustrados por IL-17; o mecanismo envolvido por NFkB; os marcadores de
estresse oxidativo por iINOS e as caracteristicas de remodelamento da matriz
extracelular por TIMP-1. Todas as microfotografias foram tiradas com

ampliacéo de 400x.
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Figura 37 - Fotomicrografias representativas ilustram os processos inflamatorios,
remodelamento da matriz extracelular e estresse oxidativo nos septos alveolares no verao.
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Figura 38 - Fotomicrografias representativas ilustram 0s processos

inflamatoérios,

remodelamento da matriz extracelular e estresse oxidativo nos septos alveolares no inverno.
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5.7. Resultados Parciais do Material Particulado

A andlise e caracterizacdo do particulado foram realizados sob
responsabilidade da Professora Christine Bourotte (Cidade Universitaria, Sao
Paulo-SP).

A fracdo grossa apresenta cerca de 80% do MP10. As concentragdes
meédias do MP grosso foram maiores do que MP fino para ambos os locais de
coleta e para todos os periodos. Concentracfes médias na empresa foram

maiores do que a do Hotel no verao e no inverno.

Elementos que mais chamaram atencdo na analise realizada foram
cloreto (CI), ferro (Fe) e enxofre (S). As concentracdes de cloro foram mais
elevadas no hotel (local2) do que na empresa (locall) tanto no material grosso

quanto no fino no inverno (Figura 39).
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Figure 39 - Analise do material particulad., Dados parciais cedidos pela professora Christine
Bourotte.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a exposicdo ambiental em Vitoria -
ES promoveu mudancas significativas nos marcadores inflamatorios, estresse
oxidativo, marcadores de remodelamento e mecanismos envolvidos (NFkB) em
animais saudaveis, alteracbes que geraram padrdes de resposta nesses
animais semelhantes aos de animais com enfisema induzido por elastase
mantidos no biotério em S&o Paulo. No modelo experimental de enfisema,
observamos na maioria das andlises que os marcadores inflamatérios, estresse
oxidativo, marcadores de remodelamento e mecanismo envolvido (expressao
NFkB) foram mais elevados nos grupos expostos em comparagao com 0s
animais controle mantidos no biotério em Sdo Paulo. Portanto, podemos inferir
que a poluicdo local promoveu inflamacdo em animais saudaveis, além de

agravar as alteracdes pré-existentes em animais com enfisema.

O aumento no numero de pessoas expostas a concentracoes
consideradas aceitaveis pela Organizacdo Mundial da Saude de diéxido de
enxofre (SO2) e dioxido de nitrogénio (NO2), e material particulado medindo
menor ou igual a 10 um de diametro aerodinamico (MP10), esta relacionado ao
aumento da mortalidade causada por exacerbacdo da DPOC (FRANCK et al.,
2011).

A avaliacdo da mecanica pulmonar ndo mostrou diferenca entre os
grupos em ambas as estacdes. No entanto, observamos correlacdes baixas a
moderadas entre a elastancia e resisténcia do tecido pulmonar com indicadores
de inflamacdo, estresse oxidativo e marcadores de remodelamento e
mecanismos envolvidos. De acordo com os resultados de Hantos et al, (2008),
camundongos que receberam injecdo intratraqueal de elastase apresentaram
aumento de volume e diminuicdo da elastédncia do tecido pulmonar, mas

nenhuma alteracdo na resisténcia das vias aéreas e do tecido pulmonar. Isso
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leva a conclusdo de que a destruicdo do tecido pulmonar nem sempre esta

associada a disfuncéo do sistema pulmonar (HANTOS et al., 2008).

Amatullah et. al. (2012) mostraram que amundongos expostos por 4
horas a inalacdo de material particulado fino (MP) mostraram um leve aumento
na elastancia e resisténcia do sistema respiratério, mas ndo significativo
(AMATULLAH et al., 2012). Quando os animais foram expostos ao MP2,5 em
um ambiente com altas concentracbes por um periodo de duas semanas, nao
houve alteracdes na funcéo pulmonar, apenas ocorreram alteracbes na funcao
pulmonar apos 4 semanas de exposi¢do (FENG et al., 2019). Deve-se notar
que, no presente estudo, os animais foram expostos ao ar ambiente nos trés
locais por 4 semanas, levando a hipétese de que o tempo de exposicéo nao foi

suficiente para gerar alteracbes na mecanica pulmonar.

Em paralelo a andlise realizada com o modelo experimental, um estudo
geoquimico da regido foi realizado nos mesmos periodos de verdo e inverno
para caracterizar o material particulado presente na &rea gerenciada pela
Professora Christine Bourotte. A fragdo grossa possui cerca de 80% de MP10.
As concentracfes médias de MP grosso foram maiores do que as de MP fino
para ambos o0s locais de coleta e ambas as estacbes. Além disso, as
concentragfes médias no local 1 foram maiores do que no local 2 no veréo e
inverno. Através da respiracao, as particulas séo levadas para o corpo humano
e a exposicao prolongada a elas pode agravar a inflamacdo pulmonar devido
aos seus efeitos toxicos diretos e a producao de estresse oxidativo (KYUNG;
JEONG, 2020).

Também deve ser observado que, além da presenca de MP na area, a
composicdo quimica € um determinante importante da resposta inflamatéria
(YANG et al., 2020). Durante a anadlise realizada pela Professora Christine
Bourotte, os elementos que apresentaram maior concentracdo na matéria
particulada foram o cloreto (Cl), o ferro (Fe) e o enxofre (S). As concentracdes
de cloro foram maiores no local 2 do que no local 1, tanto no material grosseiro

guanto no fino, no inverno.
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Em seu estudo, De Genaro et al. (2021) descobriram que a exposi¢ao ao
hipoclorito, tanto aguda quanto cronica, diminui a fungdo pulmonar e causa
aumento do estresse oxidativo e secrecdo de muco em camundongos
saudaveis (DE GENARO, | S et al., 2021). O cloro, quando inalado, pode ser
solubilizado no fluido broncoalveolar, atravessar a membrana celular e reagir
com proteinas locais, ativando a inflamacéo local e levando a danos epiteliais
por estresse oxidativo (HAWKINS; PATTISON; DAVIES, 2003). A ativacao do
sinal pré-inflamatério libera espécies reativas de oxigénio (ERO) e citocinas
pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-1B3 e Interferon gama (INF-y), que ativam a
oxido nitrico sintase induzivel (INOS) (CARLISLE et al.,, 2016; WHITE;
MARTIN, 2010). Essa enzima produz 6xido nitrico (NO) no local da inflamacéo,
aumentando o estresse oxidativo (ANTOSOVA et al., 2017). As citocinas pro-
inflamatérias podem levar a ativacdo da resposta Thl7, produzindo IL-17 e
induzindo o recrutamento de neutréfilos, a ativagdo do remodelamento tecidual
e a producédo de muco (AUJLA; ALCORN, 2011).

Em camundongos asmaticos, uma Unica exposi¢cdo a baixas doses de
hipoclorito potencializou a resposta Th2, mostrando aumento da inflamagéo,
alteracdo da funcdo pulmonar e ativacdo de INOS e quinase 2 (ROCK-2),
respostas semelhantes as observadas em animais saudaveis expostos a
baixas concentracdes de hipoclorito (DE GENARO, Isabella Santos et al.,
2018).

Estudos recentes revelaram que varios componentes de MP tém a
capacidade de causar danos celulares, o que, por sua vez, pode ativar vias
para o remodelamento da matriz extracelular (LI, Wande et al., 2011; ZHOU et
al., 2009). O remodelamento das vias aéreas refere-se a alteragdes estruturais
e da matriz extracelular (ECM) nas vias aéreas grandes e pequenas (HOUGH
et al,, 2020), Estudos tém mostrado que a matriz extracelular (ECM) das vias
aéreas é alterada em pacientes asmaticos, com diminui¢éo do colageno tipo IV
e elastina, e aumento na deposi¢cdo de colageno tipo |, fibronectina, laminina,
periostina, versicano, decorina e lumicano (DEKKERS et al., 2021; HOUGH et

al., 2020). A secrecéo de fatores pro-inflamatoérios, como citocinas e proteases,
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alimenta ainda mais as respostas imunes e contribui para o remodelamento da
ECM (BRIGHTLING; GREENING, 2019; NI; DONG, 2018). Varias células
imunes tém um papel nesse processo, incluindo, mas nao se limitando a,
neutrofilos, eosindfilos, mondécitos, macrofagos e mastocitos (HELFRICH et al.,
2019).

Apesar de o MP10 estar em maior concentracdo no ar de Vitoria-ES,
particulas com didmetros inferiores a 2,5 ym podem penetrar nos bronquiolos e
alvéolos e, portanto, sdo consideradas as particulas mais prejudiciais para 0s
pulmbes (SEATON et al, 2005). Particulas nessa faixa de diametro
permanecem suspensas na atmosfera por mais tempo, 0 que aumenta a
probabilidade de inalacdo e a taxa de alteracdo da composi¢cdo do ar. Os
efeitos na saude variam desde um maior risco de doencas cardiovasculares e
inflamacgdo pulmonar crénica, reducdo da funcédo pulmonar até o aumento de
ataques de asma (CURTIS et al., 2006).

Chan et al. (2019) encontraram um aumento nos linfécitos e macrofagos,
0 que também foi observado quando expostos a altas doses de MP. No
entanto, a exposicdo a 5 pg de MP10 nédo levou a ativacdo da inflamacéao
mediada por eosindfilos ou neutrofilos. Observou-se que o aumento de IL-13
estava relacionado a ativacdo do inflamassoma NLRP3, como esperado
(CHAN et al., 2019). Em outro estudo, a exposicao diaria a 50 ug de MP2,5 por
um periodo de 3 semanas levou ao aumento dos niveis de IL-18 e TGF-$1 no

fluido de lavagem broncoalveolar (ZHENG, Runxiao et al., 2018).

O estudo de Chu et al. (2016) revelou que a inalacdo de MP2,5 pode
piorar os danos aos macréfagos nos sacos aéreos de camundongos com
DPOC. Eles descobriram que 0s niveis das citocinas pré-inflamatérias IL-6, IL-8
e TNF-a aumentaram no fluido de lavagem broncoalveolar, exacerbando a
inflamacéo das vias aéreas. Os pesquisadores concluiram que o MP2,5 pode
desencadear a expresséo de genes que codificam o TNF-a, IL-6 e IL-13 (CHU
et al., 2016).

Os animais expostos em Vitoria apresentaram um aumento em todos os
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marcadores de remodelamento em comparacdo com 0S animais que
permaneceram no biotério. A exposicdo cronica de longo prazo ao MP2,5
induziu prejuizo na funcdo pulmonar, lesdes enfisematosas, inflamacao das
vias aéreas e remodelamento das paredes das vias aéreas. A exposi¢cao ao
MP2,5 aumenta significativamente a expressao das proteinas MMP9, MMP12,
fibronectina, colageno e TGF-B1, independentemente da concentracdo (HE,
Fang et al., 2017; ZHAO, Y X et al., 2018).

Aumento da exposicdo ao MP2,5 pode induzir hiperplasia das células
caliciformes e secrecdo excessiva de muco em camundongos com DPOC,
aumentando os niveis de expressdo de MUCS5AC, MUC5B, colageno | e
colageno 1l no tecido pulmonar (FENG et al., 2019). Observamos um aumento
de MUC5AC em ambos os locais de exposicao, tanto nos grupos controle SAL
L1 e SAL L2, quanto nos grupos que receberam elastase ELA L1 e ELA L2,
sendo maior nos grupos ELA L1 e ELA L2 em comparacdo com 0S outros

grupos.

Wang et al. (2020) determinaram que o MP2,5 tem um impacto
significativo na exacerbacao dos sintomas da DPOC. Os resultados mostraram
gue o MP2,5 causa aumento do estresse oxidativo, inflamacédo das vias aéreas
e hiperplasia das células caliciformes, levando a um desequilibrio nos niveis de
proteases/antiproteases e remodelamento das vias aéreas. O MP2,5
depositado nos bronquiolos e alvéolos pulmonares ativa o estresse oxidativo,
gue desencadeia uma série de processos prejudiciais, incluindo a ativacao de
proteases e o0 aumento da inflamagdo bronquica, causando aumento na
hipersecrecdo de muco, fibrose das vias aéreas pequenas e acumulo de
coldgeno. O resultado é um estado persistente de inflamacdo e o

desenvolvimento de enfisema pulmonar (WANG et al., 2020).

Feng et al. (2019) mostraram que camundongos expostos a uma alta
concentracédo de MP2,5 por um periodo subagudo de 4 semanas apresentaram
piora na funcdo pulmonar, hipersecrecdo de muco, aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatorias e indicadores de estresse oxidativo. De acordo com

0s autores, 4 semanas podem ser um ponto no tempo para atingir as
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alteracdes histologicas induzidas pela inalagdo de MP (FENG et al., 2019).

Os animais expostos em Vitéria também apresentaram um aumento de
INOS em comparacdo com o biotério. O estresse oxidativo pode estar
diretamente relacionado a acdo citogenotoxica do MP. Varios estudos
determinaram a ac¢do citogenotdéxica do MP, que tem sido principalmente
atribuida aos componentes metalicos ligados ou adsorvidos nas particulas,
particularmente metais de transicdo, capazes de induzir a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), como o ferro. Particulas de ferro
estimulam a producao de radicais hidroxila por meio das rea¢gbes de Haber-
Weiss e Fenton, que levam ao estresse oxidativo no DNA, proteinas ou lipidios
(JUNG et al., 2012). Estudos revelaram que as espécies reativas de oxigénio
(EROs) podem ser produzidas a partir da superficie das particulas devido a
absorcdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS) e nitro-PAHs. A
reacao de Fenton, catalisada por metais de transicdo como ferro, cobre, cromo
e vanadio, cria o radical hidroxila altamente reativo combinando Fe?* H20:2 e
H*, que tem a capacidade de causar danos oxidativos ao DNA (LODOVICI;
BIGAGLI, 2011).

Seaton et al. (2005) demonstraram que a poeira nos metrés de Londres
tinha potencial citotoxico e inflamatorio em altas doses, o que € consistente
com sua composicao predominantemente de 6xido de ferro (SEATON et al.,
2005). As células epiteliais das vias aéreas podem experimentar um aumento
no estresse oxidativo celular devido a presenca de metais sollveis em
particulas inaladas, como ferro, niquel, vanadio, cobalto, cobre e cromo

(ZAREMBA; SMOLENSKI, 2000).

E importante observar que certos radicais livres, provenientes do
estresse oxidativo, tém a capacidade de ativar fatores de transcricdo de
proteinas especificas, como o fator nuclear KappaB (NFkB). Esse fator
amplifica a expressédo de genes relacionados a citocinas, quimiocinas e outros
mediadores inflamatdrios, além de induzir apoptose e necrose em macréfagos

e celulas epiteliais respiratérias. Esses processos comprometem a defesa
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organica e aumentam a reatividade das vias aéreas (BROOK et al., 2004;
RHODEN et al., 2004).

No contexto do nosso estudo, observamos um aumento na atividade do
NFkB nos grupos SAL L1, SAL L2, ELA L1 e ELA L2 em comparagdo com 0s
grupos SAL e ELA. Além disso, nos grupos ELA L1 e ELA L2, constatamos um
aumento em relacdo aos grupos SAL L1 e SAL L2. E importante destacar que
esses resultados sdo consistentes com a literatura cientifica disponivel e
reforcam a relacdo entre estresse oxidativo, ativagdo do NFkB e processos

inflamatoérios nas vias respiratérias.

A ativagdo desequilibrada do NFkB pode causar uma ativagao
exagerada de células T, que estdo diretamente associadas a respostas
autoimunes e inflamatérias (CHANG et al., 2011). As células CD4+ ativadas
passam por diferenciacdo para se tornarem varios tipos de células T efetoras
(Thl, Th2, Thl7 e células T foliculares) que emitem citocinas diversas e
impactam as respostas imunes (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). As células Thl
e Th17 inflamatérias estédo intimamente ligadas a secrecédo de IFN-y, que atua
como defensor da imunidade celular e desempenha um papel nos processos
inflamatorios (OH; GHOSH, 2013). As células Th17 liberam adicionalmente IL-
17, uma citocina inflamatéria bem conhecida que atrai mondcitos e neutrdfilos

para o local da inflamacéao (LIU et al., 2018).

Avaliamos como limitacdo deste estudo o uso de um modelo animal
experimental, devido ao fato de ndo podermos extrapolar diretamente os
resultados deste estudo para o que é esperado em humanos, além do fator de
estresse causado aos animais devido a exposi¢cdo ambiental ter sido realizada

em outra cidade, o que nos obrigou a fazer duas viagens de aviao.

Apesar disso, nossos achados tém vantagens que destacam a
importancia de examinar os impactos da exposi¢cdo a material particulado no
tecido pulmonar. Ao analisar a inflamacéo, alteracdes na matriz extracelular, a
ativacdo do estresse oxidativo e a via de sinalizacdo responsavel por esses

mecanismos de lesdo pulmonar, buscamos entender melhor esses processos.
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Nossa avaliagéo do estresse oxidativo incluiu a expressao celular de iINOS, que
consideramos um marcador apropriado, uma vez que niveis elevados desses
marcadores indicam o desenvolvimento de inflamac&o em animais saudaveis e

exacerbam em animais com enfisema.

Além disso, analisamos a presenca das citocinas Thl, Th2 e Thl7, e
realizamos uma analise minuciosa do processo de remodelamento, que incluiu
uma avaliacdo das fibras colagenas, TIMP-1, MMP-9, MMP-12, TGF- e a via

de sinalizagdo NFkB.
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7. CONCLUSAO

Com base nos dados analisados, podemos concluir que a exposicédo a
material particulado (MP) e po de ferro esta associada a uma série de efeitos
adversos no tecido pulmonar. Essa exposicdo pode levar ao aumento da
resposta inflamatéria, estresse oxidativo e remodelamento dos septos
alveolares, resultando em danos as células pulmonares e altera¢cdes na matriz

extracelular.

Podemos concluir que a exposi¢cdo ambiental a poluicdo em Vitéria - ES
foi responséavel pela deterioracdo da resposta pulmonar tanto em animais com
enfisema quanto saudaveis. Além disso, o0 mecanismo envolvido nessas
alteracOes parece estar associado ao aumento da a expressdo de NFkB e de
iNOS,

Essas descobertas ressaltam a importancia de entender os mecanismos
subjacentes aos danos pulmonares causados pela exposicéo a particulas finas
e po6 de ferro. A compreensado desses processos pode fornecer subsidios para
o desenvolvimento de estratégias de controle dos poluentes em Vitdria, que
merecem ser posterior, avaliadas quanto a sua eficacia tendo em vista o

grande potencial deletério dessa exposicao.
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