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RESUMO

INFLAMACAO PULMONAR AGUDA CAUSADA POR MICROCISTINA-LR EM
CAMUNDONGOS

Viviane Ramos Cagido

Orientador: Walter Araujo Zin

Resumo da dissertagcdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagdo em
Ciéncias Biologicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de mestre.

Cianobactérias téxicas na agua utilizada pela populagdo podem causar graves
problemas a saude. Avaliaram-se os efeitos da microcistina-LR (MCYST-LR) sobre a
mecanica e a histologia pulmonares, atividade das proteinas fosfatases (PP) 1 e 2A,
celularidade total e diferencial no sangue e no lavado do fluido broncoalveolar
(BALF), além da quantificagdo de MCYST-LR no tecido pulmonar de camundongos.
Camundongos suigos machos (n=71) foram divididos em dois grupos. O controle
(CTRL, n=16) recebeu solucao salina intraperitonialmente (i.p., 300 ul) e o CIANO
(n=55) uma dose subletal de MCYST-LR (i.p., 40 ung MCYST/kg). Em 2, 8, 24, 48 e
96 horas apds a injecao mediu-se a mecanica pulmonar de 6 animais/grupo. O
pulm&o esquerdo seguiu para analise histologica: fragdo de area de colapso
alveolar, conteudo de células polimorfo (PMN) e mononucleares (MN) e tecido
pulmonar. O pulm&o direito serviu para analise de atividade das PP1 e 2A e
quantificacdo de MCYST-LR por ELISA. Do restante dos animais (CTRL=10 e
CIANO=25) coletaram-se sangue e BALF.

O colapso alveolar aumentou nos grupos CIANO, alcangando maximo em 8 e 24
horas. O montante de células PMN aumentou, chegando ao pico em 2 e 8 horas,
decrescendo a partir dai, sem retornar aos valores de CTRL. Os componentes
elasticos e resistivos aumentaram em todos os grupos CIANO em relagdo ao CTRL.
Houve recrutamento de neutréfilos no sangue e no BALF ja em 2 horas. As
atividades de PP1 e 2A n&o foram alteradas, assim como nao foi detectada a
presenca de MCYST-LR livre no pulmao.

A MCYST-LR leva a uma resposta inflamatoria aguda no tecido pulmonar que
permanece até o quarto dia.

Palavras-chave: Cianobactéria, Microcistina-LR, Mecanica Respiratéria, Inflamacao
Pulmonar.

Rio de Janeiro
Janeiro, 2007



ABSTRACT

ACUTE LUNG INJURY CAUSED BY MICROCYSTIN-LR IN MICE

Author: Viviane Ramos Cagido

Supervisor: Walter Araujo Zin

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Poés-graduagdo em
Ciéncias Biologicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de mestre.

Toxic cyanobacteria present in the water for human use may yield serious health
conditions. The effects of microcystin-LR (MCYST-LR) on lung mechanics and
histology, protein phosphatases (PP) 1 and 2A activities, total and differential cell
counts in the blood and broncho-alveolar lavage fluid (BALF) and the presence of
MCYST-LR in lung tissue were investigated in mice.

Male Swiss mice (n=71) were randomly divided in 2 groups: CTRL (n=16) was
injected intraperitoneally (i.p.) with 300 ul of 0.9% NaCl solution and the 5 CIANO
groups (n=55) received a sublethal dosis of MCYST-LR (i.p., 40 ug MCYST/kg). At 2,
8, 24, 48 e 96 h after the injection lung mechanics were measured in 6
animals/group. The left lung underwent histological analysis: fractional area of
alveolar collapse, amount of polimorpho- (PMN) and mononuclear (MN) cells, and
lung tissue. In the right lung the activities of PP1 and 2A and the amount of MCYST-
LR were determined by ELISA. In the remaining animals (CTRL=10 and CIANO=25)
blood and BALF were collected.

Alveolar collapse increased in the CIANO groups, reaching maxima at 8 and 24 h.
The amount of PMN augmented, showing peak values at 2 and 8 h, decreasing
thereafter but not decaying to CTRL values. Pulmonary elastic and resistive
mechanical components were higher in all CIANO groups than in CTRL. As early as
2 h neutrophils were recruited in the blood and BALF. PP1 and 2A activities were not
altered and free MCYST-LR was not detected in the lung.

MCYST-LR generates an acute inflammatory response in the lung tissue, which
persists until the fourth day after injection.

Key-words: Cyanobacteria, Microcystin-LR, Pulmonary Mechanics, Lung
Inflammation.

Rio de Janeiro
January, 2007
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| — INTRODUCAO

l.1 - CARACTERISTICAS GERAIS DAS CIANOBACTERIAS

As cianobactérias, também conhecidas como cianoficeas ou algas-azuis, s&o
microrganismos procariontes com caracteristicas de algas, ja que s&o aerdbicos e
fotoautotréficos, porém bioquimica e estruturalmente bastante semelhantes as
bactérias. Estima-se que tenham sido os primeiros produtores primarios de matéria
organica a liberarem oxigénio elementar na atmosfera, tendo sua origem datada ha
3,5 bilhées de anos. A grande diversidade genotipica e fenotipica encontrada entre
elas tem explicagdo na ampla distribuicdo geografica que apresentam (AZEVEDO,
1998; LEAL & SOARES, 2004).

Os ecossistemas de agua doce, naturais ou artificiais, mares e aguas
salobras sdo os habitats com maior ocorréncia de cianobactérias (HUMM & VICKS,
1980). Quando esses sistemas estdo sob condi¢ces favoraveis de luminosidade,
temperatura e abundancia de nutrientes, como nitrogénio e fésforo, pode ocorrer o
fendbmeno conhecido como floragdo (YOO et al.,, 1995). A floracdo € o intenso
crescimento de cianobactérias, com dominéncia de uma ou poucas espécies destes
microrganismos em determinado ambiente, podendo apresentar-se como camadas
espessas de células na superficie da agua (Figura 1).

O aumento na quantidade de nutrientes na agua configura o processo de
eutrofizacdo. Esse processo € intensificado, principalmente, pela atividade humana
ligada ao desenvolvimento urbano, agricola e industrial, com despejo de esgoto nos
corpos d’agua. Em todo o mundo, a eutrofizagdo tem favorecido a ocorréncia de
floragcdes. Esse fendbmeno traz consigo enorme preocupagdo, porquanto algumas

espécies podem, potencialmente, produzir toxinas. O primeiro relato de intoxicagao



de animais relacionado a cianobactéria foi publicado em 1878, por George Francis
na revista Nature (citado em LEAL & SOARES, 2004) e, desde entdo, floragbes

toxicas foram descritas em varios paises, incluindo o Brasil (YOO et al., 1995).

Figura 1. Floragado toxica de cianobactéria. Foto A: Lagoa de Jacarepagua, Rio de

Janeiro, Brasil. Foto publicada na primeira pagina do jornal O Globo em 13/08/01.
Observe o barco na parte inferior da foto abrindo um caminho no meio da densa
camada de células. Foto B: Reservatério Copco (Rio Klamath), Sacramento,
Califéornia, EUA. Foto tirada por Karuk Tribe, em matéria publicada por Matt Weiser
no The Sacramento Bee, em 15 de agosto de 2006 (disponivel em
http://dwb.sacbee.com/content/news/science/story/14297374p-15153377c.html).

No Brasil, a intensa eutrofizacdo dos ecossistemas aquaticos tem favorecido
a dominancia desses organismos, com o agravante que grande parte das cepas de

cianobactérias isoladas de corpos d’agua brasileiros mostrou-se produtora de



toxinas (COSTA & AZEVEDO, 1994; DOMINGOS et al., 1999; SANT'ANNA &
AZEVEDO, 2000). Como muitos desses mananciais abastecem a rede publica, a
liberagdo dessas toxinas na agua representa um risco relevante para a saude
publica.

As toxinas produzidas pelas cianobactérias sdo endotoxinas normalmente
liberadas quando ha o rompimento celular. Por isso, a tentativa de controlar as
floracbes com o uso de algicidas, na verdade s6 agrava o problema, uma vez que
provoca a lise desses organismos, liberando as toxinas para a agua. Uma
importante caracteristica desse grupo reside no fato de uma mesma espécie de
cianobactéria ter a capacidade de produzir mais de um tipo de toxina, assim como
podem existir cepas produtoras e cepas n&o produtoras de toxinas. Os principais
grupos de cianotoxinas s&o as dermatotoxinas, as neurotoxinas e as hepatotoxinas,
sendo as duas ultimas as mais frequentemente encontradas em corpos d’agua
(CARMICHAEL, 1997).

As principais vias de exposi¢ao a cianotoxinas sao: dérmica e oral, pelo uso
recreativo da agua e o consumo de agua, peixes e alimentos a base de microalgas.
Porém, outras vias devem ser consideradas, como a inalatoria e, no caso de
hemodialise, a via endovenosa (RESSOM et al.,, 1994; LEAL & SOARES, 2004).
Atividades aquaticas, tais como, nado, mergulho e esqui aquatico envolvem um alto
risco de exposi¢cao quando realizadas em corpos d’agua com presenca de mais de
15.000 — 20.000 células de cianobactérias/mL, caso seja uma floragdo toxica
(RESSOM et al., 1994).

A intoxicacdo causada por hepatotoxina constitui-se no tipo mais comum e os

sinais observados apds ingestdo dessas toxinas incluem prostragcdo, anorexia,



vomitos, dor abdominal, diarréia, tosse seca e pneumonia atipica (CARMICHAEL &

SCHWARTZ, 1984; BEASLEY et al., 1989).

[.2 — MICROCISTINAS

Microcistinas (MCYST) s&o cianotoxinas hepatotdxicas, produzidas por
algumas espécies de cianobactérias, principalmente pela Microcystis aeruginosa, e
estdo entre as cianotoxinas mais frequentemente encontradas (CARMICHAEL,

1994).

[.2.1 — Estrutura Quimica

A estrutura quimica das MCYSTs foi elucidada por BOTES et al. (1984, 1985)
como heptapeptideos ciclicos contendo 2 L-aminoacidos variaveis e cinco D-
aminoacidos: D-aminoacido alanina (D-Ala); D-eritro-p-acido metilaspartico (D-
MeAsp); acido glutdmico (D-Glu); N-metildehidroalanina (Mdha) e (2S, 3S, 8S, 9S)-
3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-4,6-acido diendico (Adda). Esses dois
ultimos sdo tidos como aminoacidos n&o-usuais.

A estrutura das MCYSTs pode variar nos grupos metil e na natureza de seus
dois L—aminoacidos, gerando cerca de 70 variantes. Tais modificagbes trazem
consequéncias para a estrutura terciaria da molécula, resultando em diferencas
significativas de toxicidade e de suas propriedades hidrofébicas/hidrofilicas
(RINEHART et al., 1994; GULLEDGE et al., 2002). Na figura 2 estdo destacados os
dois L-aminoacidos da molécula de microcistina-LR (MCYST-LR), no caso a leucina
(L) e a arginina (R). A estrutura quimica das MCYSTs possibilita a sua estabilidade

em agua, podendo resistir a grandes variagdes de temperatura e de pH. A meia-vida



da molécula foi estimada em trés semanas, numa solugao de pH 1 e temperatura de
40°C (WATANABE et al., 1996).

O aminoacido Adda é essencial para a atividade biolégica e hepatotoxicidade
das MCYSTs, além de conferir hidrofobicidade a molécula (HARADA et al., 1990a,b;
CHOI et al., 1993). DAHLEM (1989) demonstrou que a remogao ou saturagao deste
aminoacido reduz muito a toxicidade da MCYST-LR. Outra importante caracteristica
para a toxicidade das MCYSTs é conferida pela presenca de um acido carboxilico

livre na unidade D-Glu (STOTTS et al., 1993).

Mdha

Adda : 'll\p)\
H.m!

Figura 2. Desenho esquematico da molécula de microcistina-LR. Estdo destacados
os dois L-aminoacidos variaveis (L = leucina e R = arginina). D-Ala (D-aminoacido
alanina); D-MeAsp (D-eritro-3-acido metilaspartico); D-Glu (acido glutamico); Mdha
(N- metildehidroalanina); Adda [(2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-
trimetildeca-4,6-acido diendico]. Adaptado de CARMICHAEL (1994).



[.2.2 — Farmacocinética

As MCYSTs sao moléculas hidrofilicas e ndo ha indicios de que essas toxinas
atravessem a membrana celular por simples difusdo, requerendo um mecanismo de
captacdo ativo (RUNNEGAR et al., 1991). No figado, essas moléculas sdo captadas
através do sistema de transporte do acido biliar. Esse fato foi comprovado através
da observacéo in vitro de que o influxo de MCYST no hepatdcito reduz-se de forma
concentracdo-dependente na presenca de sais biliares. Mais que isso, a membrana
do hepatdcito possui carreadores responsaveis pela captacdo ativa de acidos
biliares, e a inibigdo completa da captagéo da toxina foi conseguida na presencga dos
inibidores desses transportadores, como a rifampicina (ERIKSSON et al., 1990).
Esse mecanismo de entrada celular explicaria uma provavel especificidade das
MCYSTs. No entanto, estudos in vitro mostraram que a MCYST-LR é capaz de
gerar o mesmo grau de lesdo em hepatocitos, células epiteliais renais e fibroblastos,
apos 4 minutos, 1 e 8 horas, respectivamente (KHAN et al., 1995). Alteragdes
semelhantes na morfologia do citoesqueleto desses trés tipos celulares também
ocorrem se maior tempo de incubagdo e maiores concentragées de MCYST forem
utilizados para as células renais e fibroblastos (WICKISTROM et al., 1995). Esses
dados sugerem que a MCYST é capaz de entrar na célula por pinocitose e que as
diferencas observadas in vivo e in vitro se devem ao mecanismo de captagdo mais
demorado em outros tipos celulares, em relagdo aos hepatocitos (RUNNEGAR et
al., 1993).

Outra importante caracteristica € a rapidez do transporte dessa toxina. Em
experimentos in vivo, utilizando camundongos, foi administrada MCYST [14C]
intraperitonealmente (i.p.). Apds 1 minuto, 70% deste marcador ja se localizava no

figado, aumentando para 90% apés 3 horas (BROOKS & CODD, 1987). Em estudos
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posteriores onde [SH]-MCYST-LR foi injetada também i.p., foi verificado que 60-70%
da toxina ja se encontrava no figado 1 hora apoés a injecdo (ROBINSON et al., 1989,
1991a). Embora a diferenga entre os tempos observados nos estudos de BROOKS
& CODD (1987) e de ROBINSON et al. (1989, 1991a) seja grande, ainda assim, os
resultados indicam uma chegada rapida da MCYST no figado.

A dose letal para 50% dos camundongos injetados i.p. com MCYST-LR (DLsp)
varia de 32,5 a 100 ug/kg de peso corpéreo. Tal variagao se deve a diferengas de
idade, sexo, raga e condig¢des fisiologicas dos animais. A morte ocorre entre 1 e 3
horas apds a administracdo de MCYST (WATANABE et al., 1996). Ja a DLs, oral
apresenta valores de 50 a 170 vezes mais altos que a DLsp i.p.. No entanto, ndo ha
evidéncias de que a MCYST seja hidrolisada por peptidases gastricas. Pouco se
sabe acerca dos processos de absorgdo gastrointestinal desta toxina, mas
aparentemente uma quantidade significativa consegue ultrapassar a barreira

intestinal e ser absorvida (CHORUS & BARTRAM, 1999).

[.2.3 — Mecanismo de Acéo e Efeitos

Diversos autores demonstraram os efeitos toxicos das MCYSTs em grupos
variados de organismos, incluindo peixes e mamiferos (BURY et al., 1997; MIURA et
al., 1989). Sua bioacumulagdo também ja foi bem caracterizada em zoopléancton,
peixes, crustaceos e moluscos (FERRAO-FILHO et al., 2002b; MAGALHAES et al.,
2003; SOARES et al., 2004).

No figado, essas moléculas inibem as proteinas fosfatases (PP) da familia
serina/treonina, especialmente as PP1 e 2A dos hepatdcitos, podendo levar ao 6bito
ou intoxicacdo crénica, inclusive induzindo o aparecimento de tumores hepaticos

(FUGIKI, 1992; NISHIWAKI-MATSUHIMA et al.,1992). Nas células eucaridticas, a



maior parte da fosforilagdo protéica ocorre em residuos de serina e treonina.
Portanto, o papel das fosfatases do grupo PP1 e PP2 é crucial, uma vez que estas
enzimas sao responsaveis por grande parte da atividade fosfatasica celular. A
ligacdo MCYST-PPase ocorre em duas etapas principais: inicialmente, o aminoacido
hidrofobico Adda das MCYSTs ocupa o sitio ativo das PP através de ligagdo nao-
covalente, o que produz o efeito inibitério da toxina. Em seguida, o aminoacido
Mdha liga-se covalentemente ao residuo de cisteina 273 das PP (HONKANEN &
GOLDEN, 2002).

A inibigdo de PP por MCYSTs aumenta a fosforilagdo de diversos alvos
subcelulares, inclusive proteinas do citoesqueleto e proteinas associadas ao
mesmo, provocando o seu desarranjo. Consequentemente, as células hepaticas
tendem a se arredondar, se separam e perdem sua estrutura normal. Também
ocorre rompimento dos capilares sinusoidais, com extravasamento de sangue para
0 espaco intersticial. Nado ha evidéncias de que o rompimento dos capilares
sinusoidais esteja relacionado aos efeitos da MCYST nas células endoteliais.
Considera-se que o rompimento dos sinusdides seja uma consequéncia das
alteragdes provocadas por essas toxinas na estrutura dos hepatocitos (FALCONER
et al., 1981; HOOSER et al.; 1990; WICKSTROM et al.; 1996) (Figura 3). Na
intoxicagdo aguda, observa-se necrose hemorragica extensa, desestruturagdo dos
sinusdides e mudangas no formato celular, incluindo dilatagdo do reticulo
endoplasmatico rugoso e lise dos hepatocitos (MIURA et al., 1989). Na hemorragia
intra-hepatica, o sangue retido no figado faz com que o 6rgao duplique de peso,
levando a morte por choque hipovolémico ou faléncia hepatica (CARMICHAEL,

1994). Debris de hepatdcitos de camundongos injetados com MCYST-LR foram
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encontrados nos capilares pulmonares (THEISS et al., 1988; HOOSER et al.,1990) e

também nos rins (ASHWORTH & MASON, 1946; HOOSER et al., 1990).

FIGADH] NIV FIGADS S & SCRIE B HEPATTONIN G

Famti: Cormmarhed 7P

Figura 3. Desenho esquematico do efeito de microcistinas sobre hepatdcitos e
capilares sinusoides. Retirado de CARMICHAEL (1994).

De acordo com WATANABE et al. (1996), embora a agado classica das
MCYSTs seja através da inibicdo das PP1 e 2A, ha evidéncias demonstrando que o
dano oxidativo tem um importante papel na sua toxicidade. As MCYSTs também
ativam enzimas que participam da via metabdlica do acido aracdbnico, como
fosfolipase A, e cicloxigenase, que, por sua vez, induzem a produgao dos
mediadores inflamatérios tromboxano A, (indutor de agregagédo plaquetaria) e
prostaglandina l,. Além disso, alguns estudos demonstraram que MCYSTs tém a
capacidade de estimular macréfagos peritoniais a produzirem TNF-a (fator de
necrose tumoral-a) e IL-1 (interleucina-1). Desta forma, € possivel que macrofagos

hepaticos (células de Kupffer) respondam as MCYSTs, produzindo mediadores
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inflamatorios, e que esse processo inflamatério no figado contribua para a

patogénese e letalidade.

I.2.4 — Metabolizacao, Detoxificacdo e Eliminacao

A glutationa reduzida (GSH) constitui a principal via de metabolizagdo e
detoxificaggo das MCYSTs no figado. De fato, RUNNEGAR et al. (1987)
descreveram um decréscimo dose-dependente no “pool” de GSH em hepatdcitos
expostos as MCYSTs, indicando a participacdo de GSH no processo de
detoxificacdo destas toxinas.

Até determinada concentracdo, as MCYSTs podem ser biotransformadas por
meio de ligagdo nao-enzimatica com GSH ou através da acgdo da glutationa S-
transferase (GST). A GST é o principal grupo de proteinas soluveis do figado
envolvido na detoxificagao celular de compostos eletrofilicos. Sua agao detoxificante
€ importante na protegdo contra estresse oxidativo, cancer e outras doengas
degenerativas. A conjugagdo de agentes toxicos com o tripeptideo GSH é
catalisada, na sua fase inicial, pela GST que atua na fase Il da biotransformacéo,
prevenindo danos a membrana celular e outras macromoléculas (KIDD, 1997;
MALMEZAT et al.,, 2000; DYBING et al., 2002). A conjugacao de substancias
eletrofilicas a glutationa, as torna mais hidrossoluveis e facilita o processo de
excregao.

As MCYSTs se conjugam a GSH por meio do terminal metileno do
aminoacido Mdha, a mesma unidade que se liga covalentemente ao residuo de
cisteina 273 das proteinas fosfatases. O conjugado MCYST-SG, além de ser um
composto mais facilmente excretavel, também fica impossibilitado de estabelecer a

ligacdo covalente com as fosfatases (WIEGAND et al.,, 2002). No entanto, ja foi
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observado que este conjugado, apesar de muito menos toxico, ainda pode lesar o
figado, pois o aminoacido Adda das MCYSTs continua disponivel para a ligagéo
com o sitio ativo das fosfatases (KONDO et al., 1992).

A importancia da GSH e da GST na protegdo do figado contra os efeitos
deletérios da MCYST foi estudada por GEHRINGER et al. (2004). Esses autores
verificaram um aumento da peroxidacdo lipidica, o que resulta em estresse
oxidativo, seguido de um aumento na atividade de glutationa peroxidase (GPX),
apos a injegdo com 75% da DLsyg de MCYST-LR em camundongos. Também foi
observado um decréscimo inicial de GSH total, relacionado ao aumento da atividade
da GST. Os niveis de GSH voltaram ao normal 24 horas apdés a administragdo da
toxina, claramente devido ao aumento da atividade da glutationa sintetase. Esse
grupo mostrou que o aumento da atividade enzimatica foi regulado ao nivel
transcripcional.

A avaliagdo da excre¢cao de MCYST-LR em camundongos injetados com uma
dose sub-letal via i.v. demonstrou que aproximadamente 24% da toxina
administrada foi eliminada através da urina (9%) e das fezes (15%), ao longo de seis
dias de estudo (ROBINSON et al. 1991a). FALCONER et al. (1986) também
observaram em ratos que, apos 120 minutos da injec&o i.v. de MCYST, 9,4% da
dose administrada estava presente no conteudo intestinal e que 2,9% estava
presente na urina, sugerindo que a excregao biliar tem um importante papel na
eliminagcdo de MCYSTs.

Poucos estudos foram realizados em humanos para avaliar a eliminacao de
MCYSTs do organismo. Através do acompanhamento de pacientes em dialise

expostos a MCYST via i.v., em dois incidentes ocorridos no Brasil, foi observado que
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mais de cinquenta dias apds a exposi¢cdo, ainda havia toxina no soro destes

pacientes (HILBORN et al., 2005; SOARES et al., 2006).

1.2.5 — Efeitos em Outros Orgéos

Os efeitos de doses sub-letais de MCYSTs n&o se restringem aos danos
causados ao figado, sendo também observadas lesbes em outros 6rgaos, como
intestino, rins e pulmdes.

Em 1997, ITO et al. publicaram um estudo onde a MCYST-LR foi
administrada a camundongos por via oral. Através da utilizacdo de técnicas de
imunohistoquimica, foi verificado que a absorcao da toxina se deu principalmente do
intestino delgado, onde foi observada erosao das células epiteliais de superficie e da
lamina propria. Também ja foram relatadas alteragcdes de atividades enzimaticas
(sucrase, fosfatase acida e succinato desidrogenase) e aumento da peroxidagéo
lipidica na mucosa intestinal de ratos, assim como apoptose em quase todo o trato
gastrointestinal de camundongos injetados com MCYSTs i.p. (MORENO et al., 2003;
BOTHA et al., 2004).

O rim parece ser o segundo 6rgdo mais afetado pela MCYST. Em estudos de
distribuicdo da toxina apos injegéo i.p., foi verificado que este € o 6rgdo que mais
concentra MCYST, depois do figado (FALCONER et al., 1986; RUNNERGAR et al.,
1986). LOVELL et al. (1989) conduziram um estudo com camundongos no qual uma
dose letal de MCYST-LR era administrada i.p.. Esses autores observaram que
quanto maior a sobrevida do animal, maior a chance do rim ter seu peso
aumentado, e que esse efeito, assim como as lesdes renais, poderiam estar
relacionados com a hipdxia, edema e diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular,

relatados previamente por ASHWORTH & MASON (1946), bem como a presenga
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de debris hepatico-embdlicos de acordo com HOOSER et al. (1989). NOBRE et al.
(2001) relataram alteragbes no funcionamento de rins de ratos perfundidos com
MCYST-LR, talvez relacionadas a lesdes vasculares e glomerulares. Em 2003, este
mesmo grupo utilizou o sobrenadante de macréfagos estimulados in vitro com
MCYST-LR para perfundir rins isolados de ratos, e mostraram que essas células
liberam mediadores inflamatérios capazes de promover nefrotoxicidade (NOBRE et
al., 2003).

Ha poucos trabalhos analisando os efeitos das MCYSTs no pulmao, apesar
deste ser um 6rgdo que pode ser exposto as toxinas tanto pela via aerea quanto
pela circulagdo sanguinea. Os pulmdes sdo particularmente vulneraveis as lesdes
inflamatorias, por um lado (via direta), porque mantém contato com o meio externo
e, por outro lado (via indireta), porque os mediadores s&o liberados na circulagéo e
os pulmdes recebem a totalidade do débito cardiaco. Como consequéncia,
leucécitos sdo atraidos, tornam-se ativados, liberando mediadores inflamatorios,
como oxidantes e proteases que lesam diretamente o epitélio alveolar e/ou o
endotélio vascular, propagando o processo inflamatorio (MARTIN, 1999).

Sabe-se que as MCYSTs podem alcangar o pulmio, sendo absorvidas de
forma rapida por via direta (ITO et al. 2001). Uma unica administragao de dose sub-
letal de MCYST-LR via intratraqueal (i.t.) em camundongos levou a presenga desta
toxina no tecido pulmonar por 7 horas, como evidenciado por técnicas de
imunohistoquimica. Apds esse periodo, a toxina soO foi identificada fagocitada no
interior de macréfagos. Outros estudos experimentais e relatos de doengas em
humanos fornecem fortes indicios de que a via aérea € uma importante porta de
entrada para as MCYSTs. Em um estudo sobre a exposigcdo por inalagio,

FITZGEORGE et al. (1994) comprovaram que a DLsy; de MCYST-LR para
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camundongos por administragdo intranasal foi igual a DLsy por injecéo
intraperitoneal. Os autores verificaram necrose extensa do epitélio da mucosa, tanto
da via respiratoria quanto olfatéria, o que teria facilitado a absor¢do da toxina pela
ampla rede de capilares presentes na regido. Outro trabalho, utilizando aerosol
contendo MCYST-LR, também mostrou necrose ou inflamagao das células epiteliais
respiratérias da cavidade nasal, com presenca de infiltrado neutrofilico e
degeneragao, necrose e atrofia das células epiteliais olfatérias em camundongos.
No entanto, nenhuma alteragdo pulmonar foi encontrada (BENSON et al., 2005).

A exposicao por inalagédo a estas toxinas assume maior relevancia quando se
considera o uso recreativo de corpos d’agua com floragdes de cianobactérias.
Particulas de agua contaminada podem ser inaladas, em especial pelo spray
langado por lanchas e jet skis. TURNER et al. (1990) descreveram episddio em que
recrutas no Reino Unido deram entrada no hospital com quadro de pneumonia basal
esquerda, 5 dias apds exercicios de canoagem em um reservatorio com alta
concentragédo de células de Microcystis aeruginosa, onde beberam e inalaram agua.
Também foram observados inflamagdo da faringe, tosse seca, vomito e dor
abdominal. A floragdo de cianobactéria foi comprovada como tdxica (células
produtoras de MCYST-LR) e os autores acreditam ter sido esta a raz&o mais
plausivel para o quadro clinico observado.

Em um dos primeiros trabalhos citando os efeitos da MCYST no pulméo,
SLATKIN et al. (1983) observaram que camundongos injetados i.p. com altas doses
de MCYST-LR apresentaram trombose pulmonar atipica. FALCONER et al. (1988),
em um longo estudo de intoxicagdo crbnica, ofereceram a camundongos agua

contendo extratos de Microcystis aeruginosa produtora de MCYSTs, em cinco doses
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diferentes que variavam de 750 — 12.000 pg/kg/dia, e verificaram broncopneumonia
naqueles animais submetidos a doses mais altas.

Recentemente, foi descrito pelo nosso grupo um processo inflamatorio no
pulm&o de camundongos, causado pela injec&o i.p. de dose sub-letal (40 pg/kg) do
extrato aquoso obtido de uma linhagem toxica da Microcystis aeruginosa. A
inflamacgéo teve como caracteristica um inicio rapido (2 horas apds a injegao), que
persistiu mesmo apds 96 horas de estudo, caracterizada na histologia pulmonar por
edema intersticial e recrutamento de células inflamatdrias, além de colapso alveolar
(PICANCO et al., 2004). No entanto, a presenca de metabdlitos secundarios no
extrato poderia ter contribuido para os resultados observados. Por isso, a utilizagao

da toxina purificada seria importante para avaliar seus efeitos sobre os pulmdes.

[.2.6 — Consideracfes Finais sobre as MCYSTs

Um dos maiores problemas em relagdo a presenca de cianobactérias toxicas
na agua é representado pelo consumo oral, principalmente em paises onde o
tratamento da agua para abastecimento da populacdo € deficitario. Ha alguns
relatos, de diferentes regides do mundo, sobre intoxicagdo humana devido a ingesta
de cianobactéria toxica, levando inclusive ao oObito (BILLINGS, 1981,
FALCONER,1989). TEIXEIRA et al. (1993) descreveram evidéncia de correlagao
entre a ocorréncia de floragdes de cianobactérias no reservatorio de Itaparica
(Bahia) e a morte de 88 pessoas, entre 200 intoxicadas, pelo consumo de agua do
reservatorio, nos meses de marcgo e abril de 1988.

O primeiro caso confirmado de morte humana por intoxicagdo por MCYST
ocorreu na cidade de Caruaru (1996), onde mais de cem pacientes renais cronicos

foram intoxicados e 52 morreram devido a exposi¢ao do circuito de hemodialise a
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agua contendo MCYST (JOCHIMSEN et al.,, 1998; CARMICHAEL et al., 2001;
AZEVEDO et al., 2002). A regido sofria de uma forte seca naquela época, os
reservatorios que abasteciam a cidade estavam com volumes reduzidos e
apresentavam intensa floragdo de cianobactérias. A intermiténcia no abastecimento
de agua levou as clinicas de hemodialise da cidade a buscar agua diretamente dos
reservatorios, transportada por caminhdes-pipa. Entretanto, a adicdo de cloro
nesses caminhdes-pipa para tratar a agua resultou em lise das cianobactérias e
liberagdo da toxina na agua. Na clinica, o tratamento dado a agua mostrou-se
inadequado, ja que os sistemas de colunas de troca iGnica e carvao ativado nao
estavam em condi¢cdes adequadas de uso e, assim, ndo puderam reter as toxinas.

A preocupagdo mundial com os riscos impostos pela ocorréncia de
cianobactérias em corpos d’agua utilizados para o abastecimento publico se reflete
na criagdo de legislagbes especificas, visando ao aperfeicoamento do controle da
qualidade da agua, incluindo o monitoramento de cianotoxinas. O Brasil foi o
primeiro pais a estabelecer tal medida, por meio da portaria 1469 do Ministério da

Saude (2000), posteriormente substituida pela portaria 518 (2004).

1.3 — MECANICA RESPIRATORIA

[.3.1- Nocdes Basicas

A respiracao se constitui em um processo ciclico que envolve certo trabalho
mecanico por parte dos musculos respiratérios para a movimentagdo do sistema
respiratorio. O sistema respiratorio € formado por dois componentes: o pulmao e a
parede toracica. Como parede toracica subentende-se todas as estruturas que se

movem durante o ciclo respiratério a excegao dos pulmdes. A pressido motriz,
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gerada pela contragdo muscular durante a inspiragdo, precisa vencer forgas de
oposigao, tais como: a) forgas elasticas dos tecidos pulmonares e parede toracica;
b) forcas resistivas resultantes do fluxo de gas pelas vias aéreas e movimentagéo
das moléculas constituintes do tecido pulmonar e dos tecidos da parede toracica
(MOUNT, 1955); c) forgas viscoelasticas dos tecidos pulmonares e da parede
toracica (MOUNT, 1955; HILDEBRANDT, 1970); d) forcas plastoelasticas
responsaveis pela histerese (HILDEBRANDT 1970); e) forgas inerciais, dependentes
da massa dos tecidos e dos gases (MEAD & WHITTENBERGER, 1954); f) forcas
gravitacionais, incluidas nas forgas elasticas (MILIC-EMILI, 1977); g) forcas de
distorcdo da parede toracica. Contudo, durante a respiracdo basal, as forcas
inerciais e de distorcdo da parede s&do consideradas despreziveis (RODARTE &
REHDER, 1986).

A elasticidade € uma propriedade da matéria que permite ao corpo retornar a
sua forma original apés ter sido deformado por uma forga sobre ele aplicada. Um
corpo perfeitamente elastico, como uma mola, obedece a lei de Hooke, ou seja, a
variagdo de comprimento (ou volume) €& diretamente proporcional a forga (ou
presséo) aplicada até que seu limite elastico seja atingido.

Os tecidos pulmonares e da parede toracica possuem propriedades elasticas
e, logo, obedecem a lei de Hooke, de modo que quanto maior a pressdo motriz,
maior o volume de gas inspirado. A inclinagdo da curva volume-pressdo, ou a
relacdo entre a variagdo de volume gasoso mobilizado (AV) e a pressdo motriz
necessaria para manter o sistema respiratorio insuflado, € conhecida como
complacéncia do sistema respiratério (Crs). Logo, Crs = AV/Pel,rs, onde Pel,rs

corresponde a pressao de retracao elastica do sistema respiratorio.
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Existem dois fatores responsaveis pelo comportamento elastico do pulméo.
Um deles é representado pelos componentes elasticos do tecido pulmonar (fibras
elasticas e colagenas). No entanto, acredita-se que o comportamento elastico do
pulm&o ndo depende do simples alongamento das fibras de tecido conjuntivo, mas
principalmente de seu arranjo geométrico. O segundo fator que participa das forgas
elasticas € a tensao superficial na interface ar-liquido que recobre a zona de troca
gasosa.

Durante a movimentagao do sistema respiratério, quando ocorre fluxo de gas,
um elemento adicional ao elastico precisa ser vencido pela pressdo motriz: a
resisténcia. A resisténcia do sistema respiratorio (Rrs) pode ser calculada dividindo-
se a presséo resistiva (Pres,rs) pelo fluxo aéreo.

A resisténcia pulmonar pode ser subdividida em dois subcomponentes: a
resisténcia das vias aéreas (Raw), que depende do fluxo de ar no interior dos
pulmbes, e a resisténcia tecidual (Rtis), que é determinada pelas perdas energéticas
geradas pela viscosidade (isto €, atrito) pertinente a movimentagdo do pulmao. A
resisténcia das vias aéreas pode ser influenciada pela geometria da arvore
traqueobrdnquica, pelo volume pulmonar, pela complacéncia das vias aéreas, pela
densidade e viscosidade do gas inspirado e pela musculatura lisa dos bronquios. A
resisténcia tecidual depende da velocidade do deslocamento, o que € importante
tanto durante a inspiragao quanto na expiracao.

Além dos componentes elasticos e resistivos, o sistema respiratério
apresenta também propriedades viscoelasticas, que atuam no tecido pulmonar e na
parede toracica. A viscoelasticidade foi descrita a partir do comportamento de fios
de seda, por Wilhem Weber em 1835. Substancias viscoelasticas, quando mantidas

sob deformacao constante, apresentam uma queda de tensdo, chamada de “stress
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relaxation”, ou relaxamento de tens&o. Por outro lado, sob uma tenséo constante, o
corpo tende a se deformar continuamente com o decorrer do tempo, fenébmeno
chamado “creep” (DORRINGTON, 1980). E importante notar que esta deformagao
nao € irreversivel, mas sim reprodutivel, podendo ser repetida desde que seja
precedida por um periodo no qual o material permaneg¢a em condi¢cdes de repouso,
a fim de apagar a memoria do evento anterior. Do ponto de vista morfofuncional, a
viscoelasticidade ocorre ao nivel de tecido pulmonar e de parede toracica,
permitindo o intercdmbio de energia (pressédo) entre o componente elastico e o
resistivo. Por exemplo, durante uma pausa inspiratéria, a energia potencial
(pressao) acumulada no componente elastico pode ser dissipada na forma de calor

pelo componente resistivo.

[.3.2 - Estudo da Mecéanica Respiratoéria

O sistema respiratério e os seus componentes, pulmao e parede toracica, sao
constituidos por diversos elementos. A complexidade do sistema respiratério
estimulou a busca de modelos matematicos, relativamente simples, capazes de
mimetizar o seu comportamento mecanico.

Durante muitos anos, a mecanica do sistema respiratério foi estudada como
um modelo de compartimento Unico composto por dois elementos, um
representando uma resisténcia (tubo) e outro representando uma elasténcia (baldo),
que é o inverso da complacéncia, como descrito na figura 4. Esse modelo baseava-
se na assertiva de que as propriedades mecéanicas do sistema respiratério
independiam do volume pulmonar e do fluxo, e que os fatores inerciais eram
despreziveis. Considerando-se o sistema respiratério normal, esse modelo pode ser

utilizado, e tornou-se tdo popular que a equagao a ele associada é geralmente
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referida como "equacdo de movimento do sistema respiratorio”. Essa equacao €
dada por P(t) = E.V(t) + RV'(t), onde em qualquer instante t, E e R sé&o,
respectivamente, a elastancia e a resisténcia do sistema respiratério e P € a pressao
motriz capaz de produzir volume (V) e fluxo aéreo (V’). Entretanto, apesar do
modelo de compartimento unico continuar sendo amplamente utilizado, ele nao
oferece precisdo para o estudo da mecanica em presenca de doencas pulmonares.
Nesses casos, faz-se necessario um modelo de dois ou mais compartimentos, que
apresentam diferentes constantes de tempo, para descrever o comportamento
mecanico do sistema respiratorio. Além disso, a equagao de movimento nao explica
o decaimento lento da pressao traqueal observado apds oclusao das vias aéreas ao
final da inspiracdao (DON & ROBSON, 1965; BATES et al., 1985ab), a dependéncia
de frequéncia de R e E na faixa de 0-2 HZ (BATES et al., 1989; BARNAS et al.,
1987; BRUSASCO et al.,, 1989; HANTOS et al.,, 1986 e 1987), bem como a
presenca de histerese na curva volume-pressdo quase-estatica em pulmobes

isolados.

k 1 1/E V| E j_l R

Figura 4. Modelo linear unicompartimental. Representacdo anatémica (A), elétrica
(B) e reologica (corpo de Voigt, C). R, resisténcia do sistema respiratério; E,
elastancia do sistema respiratorio; P = diferenga de potencial elétrico; V, variacbes
de volume.



22

Iniciou-se, entdo, o estudo da mecanica respiratoria utilizando-se modelos
bicompartimentais (que detalharemos a seguir), que consideram a heterogeneidade
de distribuicdo do gas nos pulmdes (MEAD, 1969) e a viscoelasticidade dos tecidos
(MOUNT, 1955).

Na década de 50 foram descritos os primeiros modelos bicompartimentais
para estudo da mecéanica respiratoria, que associavam a natureza
multicompartimental do sistema respiratorio a heterogeneidade da distribuicdo de
gas nos pulmbes (MEAD, 1961) e a viscosidade dos tecidos (MOUNT, 1955).

Em 1985, Bates et al. expandiram o modelo, originalmente proposto por
Mount, na forma de um modelo fisico composto por elementos elasticos
representados por molas e os resistivos expressos por amortecedores (BATES et
al., 1985b). Os autores realizaram uma analise tedrica do comportamento ndo
homogéneo do sistema respiratério submetido a ventilagdo mecanica com fluxo
inspiratorio constante, seguida por oclusdo subita das vias aéreas. Imediatamente
apos a oclusao, ocorre uma queda rapida da pressao traqueal (AP1, rs), indo do seu
valor maximo (Pmax, rs) até um ponto de inflexdo (Pi, rs), seguida por uma queda
lenta (AP2, rs) até atingir um platd, que corresponde a pressao de retragao elastica
do sistema respiratorio (Pel, rs).

O modelo de Bates et al. € constituido por dois submodelos, pulméo e parede
toracica, apresentando um arranjo em paralelo, uma vez que sdo submetidos a
mesma variagdo de volume (Figura 5). A subunidade pulmonar consiste de um
amortecedor, representando a resisténcia das vias aéreas (Rinit, L), em paralelo
com um corpo de Kelvin, que consiste de uma mola representando a elastancia
estatica (Est, L) em paralelo com um corpo de Maxwell, caracterizado por uma mola,
componente elastico (E2, L), e um amortecedor, componente resistivo (R2, L),
dispostos em série. E2,L, R2,L e a constante de tempo correspondente (2,
L=R2,L/E2,L) estimam as propriedades viscoelasticas do pulmdo. Ja a subunidade
da parede toracica € representada por uma resisténcia (Rinit,w) e pelo corpo de
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Kelvin, caracterizado pela elastancia estatica da parede toracica (Est,w) e dos
parametros que correspondem a viscoelasticidade (E2w, R2 e t2w).

PULMAO PAREDE TORACICA
i Est. 1. 5 & Est. w -
by o]
‘v’.' P’ij V. P ’ij
E2, L E2, w
Y Rinit, I5 Y R

Figura 5. Modelo de molas e amortecedores para interpretagcdo da mecanica do
sistema respiratério com a técnica de interrupcao do fluxo, proposto por Bates et al.
Pulméao e parede toracica apresentam um componente resistivo (Rinit,L e Rinit,w,
respectivamente) em paralelo com um corpo de Kelvin; composto por componente
elastico (Est,L e Est,w, respectivamente), representando a elastancia estatica dos
dois compartimentos em paralelo com um corpo de Maxwell, conjunto de
amortecedor e mola em série (R2,L — E2,L, e R2,w — E2,w, respectivamente), o qual
representa o comportamento viscoelastico. A distancia entre as duas barras
horizontais € analoga do volume pulmonar (V) e a tenséo entre elas é analoga da
presséo de abertura das vias aéreas (P).

Quando esse modelo é alongado (afastamento das duas barras horizontais) a
uma velocidade constante (v), a carga da mola E2 aumenta com o tempo (Ti) e a
velocidade do amortecedor R2 se aproxima da velocidade de alongamento (v),
assim, a forga exercida pela mola E2 aproxima-se de R2.v. Se uma manobra de
“interrupcao de fluxo” for realizada, o movimento relativo das duas barras horizontais

cessa. Com isso, o comprimento da mola E2 diminui gradualmente até atingir seu
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comprimento de equilibrio. Logo, nesse modelo, o decaimento pressorico lento
(AP2), observado apés a interrupgao do fluxo, é interpretado como o equivalente ao
relaxamento da mola E2, resultando em dissipagdo resistiva de energia no
amortecedor R2.

Baseado no modelo de Bates et al. (BATES et al.,, 1988b), a queda de
pressao que ocorre imediatamente apdés a oclusdo das vias aéreas, durante a
insuflagdo pulmonar com fluxo constante, fornece a variagdo de pressao do sistema
respiratorio que seria obtida na auséncia de desigualdades de constantes de tempo
e stress relaxation, ou seja, o componente viscoso ou homogéneo do sistema
respiratorio. A queda mais lenta da presséo, que ocorre subsequentemente até ser
atingido o platb, reflete a pressao dissipada em decorréncia da viscoelasticidade
e/ou inomogeneidade do sistema, as quais sdo determinadas, respectivamente, pelo
stress relaxation e pendelluft (BATES et al., 1985b; BATES et al.,1988b).

Stress relaxation € a capacidade do pulm&o de se adaptar a uma insuflacdo
mantida, apresentando redugdo da pressdao em funcdo do tempo. Quando
permanece sob um comprimento constante (volume), a tensdo pulmonar se altera
com o tempo; logo, o gradiente de pressédo diminui progressivamente. O stress
relaxation ocorre apos alteragdes subitas do comprimento, strain (DORINGTON,
1980). Nesse caso, subito significa que o tempo necessario para o estiramento é
menor do que a constante de tempo (R2-C2). O stress relaxation depende do
realinhamento da matriz extracelular e de perdas de energia nos tecidos pulmonares
e na interface ar-liquido (HORIE & HILDEBRANDT, 1971). Ja o pendelluft é a
transferéncia de um pequeno volume de gas dos compartimentos pulmonares de

maior pressao para os compartimentos de menor pressao, representando o reajuste
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estatico das diferencgas regionais de volume pulmonar resultantes de desigualdades
de constante de tempo (BATES et al., 1985b; OTIS et al., 1956).

O comportamento ndo homogéneo da parede toracica n&o esta
completamente esclarecido. A parede toracica pode se comportar como um sistema
de dois compartimentos, um de baixa complacéncia, representado pela caixa
toracica e outro de complacéncia mais elevada, o abdémen (PESLIN et al., 1975).
Além disso, a pressao intrapleural ndo é uniforme em toda a cavidade toracica,
sendo afetada pela contragcdo do diafragma (VU-DINH MINH et al.,, 1974) e
musculos intercostais (D’ANGELO et al., 1974), além da movimentacdo do abdémen
(D'ANGELO et al., 1974; VU-DINH MINH et al., 1974). As propriedades mecénicas
do sistema respiratorio podem sofrer influéncia da parede abdominal, ajudando a
explicar a queda ndo homogénea da pressao pleural apds oclusdo das vias aéreas
(ZIN et al., 1989). A abertura extensa da parede abdominal leva ao aumento da
elastancia e resisténcia, provavelmente secundario a redistribuicdo de volumes
gasosos no pulmao (ZIN et al., 1989).

O primeiro estudo em animais realizado de acordo com o proposto por Bates
et al. (1985b), com subdivisdo dos componentes pulmonar e de parede, foi realizado
por Saldiva et al. (1987). Posteriormente, outros trabalhos também demonstraram a
contribuigdo significativa da parede toracica para as desigualdades do sistema
respiratorio, comprovando que elas podem ser atribuidas aos componentes de
pulm&o e parede (AULER et al., 1987; ZIN et al., 1989).

O método de oclusédo das vias aéreas apods insuflagdo com fluxo constante
nao é capaz de determinar a contribuigdo relativa do pendelluft (desigualdades de
constantes de tempo) e do stress relaxation (componente viscoelastico) para o

desenvolvimento da queda lenta observada na pressao traqueal (BATES et al.,
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1985b e 1988a; KOCHI et al., 1988a). No entanto, varios autores acreditam ser a
maior contribuicdo representada provavelmente pelo stress relaxation (BATES et al.,
1988b; KOCHI et al., 1988a; SIMILOWSKI et al., 1991).

No final dos anos 80, foi demonstrada, através do método de oclus&o ao final
da inspiragao, a dependéncia das resisténcias pulmonares em relagdo ao fluxo e
volume (KOCHI et al., 1988a). Em condi¢des de isovolume, a resisténcia intrinseca
do pulméo (Rinit,L) e do sistema respiratorio (Rinit,rs) aumentam linearmente com o
aumento do fluxo, enquanto que a resisténcia adicional (AR,L e AR,rs), determinada
pela dissipacdo de energia para vencer o componente viscoelastico e/ou
inomogéneo, diminui exponencialmente. Esse comportamento se reflete na
resisténcia pulmonar total (Rtot,L) que € maior em baixos fluxos do que em fluxos
intermediarios. Na situagdo de isofluxo, aumentando-se o volume, Rinit,L e Rinit,rs
decrescem, enquanto que Rtot,L e AR,rs aumentam (D'ANGELO et al., 1989;
KOCHI et al., 1988a).

Em 1988, o modelo de oclusao ao final da inspiracao foi validado através de
estudos experimentais utilizando capsulas posicionadas em pontos diferentes da
superficie pleural. Ao medir diretamente a pressao alveolar, comprovou-se ser esta
homogénea através dos pulmdes, apresentando pico de pressao coincidente com o
ponto de inflexdo (Pi) observado na curva de pressao traqueal. Logo, a pressao
alveolar mostrava comportamento semelhante ao encontrado na segunda fase da
pressdo traqueal, a de queda lenta. Tal observacédo indica que a variacao de
pressdo responsavel pela queda lenta (AP2) ocorre em consequéncia a um
fendbmeno distal ao alvéolo, ou seja, no tecido pulmonar. Logo, AP2 & uma
manifestagdo do comportamento tecidual de adaptacdo ao stress (BATES et al.,

1988b; SALDIVA et al., 1992).
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Apesar das diversas técnicas que analisam a mecéanica do sistema
respiratorio, nos ultimos anos o método da ocluséo ao final da inspiracdo vem sendo
bastante utilizado, a fim de estudar a mecanica respiratoria tanto em animais quanto
em humanos anestesiados (AULER et al., 1987; BATES et al., 1985b; D'ANGELO et
al., 1989 e 1994; SALDIVA et al., 1987; Dias et al., 2004; FERNANDES et al., 2006).
Este método foi utilizado no presente trabalho, por fornecer informacdes
individualizadas sobre o componente pulmonar e permitir a analise de suas

propriedades elastica, viscosa e viscoelastica.

Il - JUSTIFICATIVA

A compreensdo dos efeitos de doses sub-letais de MCYSTs torna-se
relevante, pelo fato de populagdes humanas estarem mais expostas a pequenas
doses do que a doses letais da toxina. Embora o 6rgdo alvo da agdo da MCYST
seja o figado, alguns estudos com animais e relatos de intoxicagdo em humanos
dao conta do aparecimento de alteragcdes no sistema respiratério, mesmo quando a
via de contaminacdo nao ¢é a inalatoria.

ITO et al (2000, 2001) identificaram por métodos de imunocoloracédo a
presenca de MCYST no pulm&o apds administracdo oral e intratraqueal da toxina.
Hepatdécitos danificados também foram encontrados no tecido pulmonar apds
injecdo de MCYST i.p. (THEISS et al, 1988). Ha relatos ainda de outras alteragdes
pulmonares, como, trombose pulmonar atipica, broncopneumonia, necrose extensa
do epitélio da mucosa, tanto da via respiratoria quanto olfatéria, e pneumonia
(CARMICHAEL et al., 1984; BEASLEY et al, 1989; TURNER et al, 1990;

FITZGEORGE et al., 1994). A administracdo i.p. de extrato toxico de cianobactérias
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contendo MCYST-LR também ja demonstrou causar efeitos deletérios no pulmao,
evidenciado através da analise histologica (PICANCO et al., 2004).

No entanto, as informacgdes sobre lesdo no sistema respiratorio ainda séo
escassas na literatura, tendo a maior parte dos estudos avaliado a histologia
pulmonar e de vias aéreas apenas de forma qualitativa. Além disso, nenhum estudo
sobre como as alteracbes encontradas no sistema respiratério afetam a funcao
pulmonar, ou sobre os mecanismos envolvidos nesse tipo de injuria, foi encontrado.

Os estudos experimentais representam uma importante ferramenta na
avaliagdo dos riscos das cianotoxinas para a populacdo humana. Sendo as
MCYSTs as toxinas mais comumente encontradas nos ambientes aquaticos, seus
efeitos sub-letais no pulmdo foram escolhidos como objeto de estudo desta

dissertagao.

[ll. OBJETIVOS

l1.1- OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo € analisar temporalmente o comportamento da
mecéanica e da histologia pulmonares, assim como 0os mecanismos relacionados com
a inflamagéo pulmonar, e a atividade das proteinas fosfatase 1 e 2A no pulm&o em

resposta a dose sub-letal de MCYST-LR administrada intraperitonealmente.

1.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
1 - Avaliar, pelo método da oclusdo ao final da inspiragdo, as propriedades

resistivas, elasticas e viscoelasticas e/ou inomogéneas do pulmao.
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2 - Estudar as alteragbes morfométricas e a celularidade total e diferencial no
parénquima pulmonar.

3 - Avaliar os efeitos de MCYSTs sobre a atividade de proteinas fosfatases 1
e 2A no pulmao.

4 - Avaliar a presenca de MCYST no tecido pulmonar.

5 - Avaliar as alteragdes na celularidade do fluido do lavado broncoalveolar e

do sangue.



MATERIAIS E METODOS
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IV — MATERIAIS E METODOS

IV.1 - ANIMAIS UTILIZADOS

Setenta e um camundongos Sui¢os machos normais adultos, oriundos do
Biotério Central da Fundagcdo Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro, pesando 25-30 g,
foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos, a saber: grupo controle (16
animais) e grupo cianobactéria (55 animais). Os animais receberam cuidados
conforme o guia preparado pelo Comité de Cuidados e Uso dos Animais de
Laboratorio do Conselho Nacional de Pesquisas dos Estados Unidos (U.S.
Department of Health and Humane Services, 1985). O protocolo experimental foi
aprovado pela Comisséo de Avaliagdo do Uso de Animais em Pesquisa (CAUAP) do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Inicialmente, animais do grupo controle (n=6) e do grupo cianobactéria (n=30)
foram submetidos a avaliagdo da mecénica respiratéria in vivo, histologia pulmonar
para analise da morfometria e quantificagdo da celularidade total, analise da
atividade da proteina fosfatase 1 e 2A (PP1 e 2A) e ELISA para deteccédo de
microcistina no pulmao. Para analise do fluido do lavado broncoalveolar (BALF) e de
amostras de sangue foram utilizados dois subgrupos distintos com 10 e 25 animais
em cada grupo, respectivamente.

A medida da mecanica respiratoria, a analise da histologia por microscopia
optica e a contagem de celularidade diferencial do BALF e do sangue foram
realizadas no Laboratorio da Fisiologia da Respiragdo, enquanto as analises
restantes foram realizadas no Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de

Cianobactéria, ambos do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (UFRJ).



32

IV.2 - CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS
Para as analises descritas acima, os camundongos foram aleatoriamente
divididos em dois grupos experimentais:

e Grupo CTRL (controle) — 300 uL de salina (NaCl a 0,9%) foram injetados
intraperitonealmente (i.p.).

e Grupo CIANO (cianobactéria) — foi injetada uma dose sub-letal (40 ug/kg i.p.)
de microcistina-LR (MCYST-LR, padréo cedido pelo Prof. Wayne Carmichael,
Wright State University, EUA). Este grupo foi subdividido em 5 grupos de 6
animais, com base no tempo pés-injegdo em que foram realizadas as analises,

em 2, 8, 24, 48 e 96 horas.

IV.3 - PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram sedados com diazepam (1 mg/kg i.p.), pesados (balanca
Filizola, modelo BR, Industrias Filizola AS, SP, Brasil) e, em seguida, anestesiados
com pentobarbital sédico [Hypnol®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil (20 mg/kg i.p.)]. Essa
dose é suficiente para manter o animal em plano anestésico (supresséo do reflexo
cérneo-palpebral) por 1 hora. As medidas de mecénica pulmonar n&do duraram mais
do que 30 minutos.

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa
sob foco cirurgico, em decubito dorsal, sendo seus membros fixados com
esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos estendidos a 90 graus em
relacdo ao corpo e os membros inferiores abduzidos em diagonal. Apds o
posicionamento cirurgico, foi realizada traqueotomia com introdugédo de jelco 20G

com 32 mm de comprimento e 0,8 mm de diametro interno, sendo a canula fixada a
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traquéia por meio de fios de algoddo. Os animais foram paralisados com injecéo
intravenosa de brometo de pancurénio (0,4 mg/kg).

Os camundongos foram acoplados a um ventilador de fluxo constante
(Samay VR15, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguai) e ventilados com
frequéncia de 100 incursdes respiratérias por minuto, volume corrente (V1) de 0,2
mL e fluxo (V') de 1 mL/s. O ventilador foi ajustado previamente para gerar uma
pausa de 5 segundos ao final da inspiragcdo durante as medidas de mecanica.
Foram tomados cuidados especiais na manutencao de Vr e V' constantes em todos
os animais, a fim de evitar os efeitos de diferentes fluxos, volumes e duracédo da
inspiragéo nas variaveis medidas (KOCHI et al., 1988a, 1988b; SIMILOWSKI et al.,
1989).

ApoGs a adaptagdo ao respirador, os animais foram submetidos a incis&o
cirurgica por tesoura na linha média do abdomen, justo abaixo do apéndice xiféide.
A incisdo foi estendida, superficialmente, ao longo da parede toracica, sobre o
esterno, sendo, entdo, a pele do animal descolada por tragdo lateral. A seguir, a
incisdo abdominal foi estendida lateralmente, para esquerda e para direita, seguindo
o bordo inferior das costelas, até atingir a linha axilar anterior, bilateralmente. Com a
cavidade abdominal aberta, foi possivel visualizar o diafragma, que foi perfurado e
secionado segundo a mesma orientagdo da abertura da parede abdominal.

Antes da perfuracdo do diafragma, entretanto, foi determinada a pressao de
retragcdo elastica do pulmé&o (Pel) ao nivel da capacidade residual funcional (CRF). O
valor da Pel foi determinado da seguinte forma: justo antes da perfuragdo do
diafragma as vias aéreas foram ocluidas ao final da expiragao (i.e., CRF). Quando o
diafragma foi, entdo, perfurado, houve um aumento na pressé&o transpulmonar (PL)

correspondente a Pel. Esse mesmo valor de pressdo (cerca de 2 cmH,0) foi
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instalado na linha expiratéria do ventilador artificial como pressao positiva ao final da
expiracéo (PEEP) (SALDIVA et al., 1992), mantendo-se, por conseguinte, o volume
pulmonar ao nivel da CRF. A utilizagdo da PEEP evita o colapso alveolar e o
desenvolvimento de atelectasias resultantes da retirada da parede toracica
(RODRIGUES et al., 1993).

Apos a retirada do diafragma, a parede toracica foi removida por cortes
longitudinais bilaterais ao nivel da linha axilar anterior, em toda sua extenséo, e
corte superior, transversal, abaixo da clavicula.

A canula traqueal do animal foi conectada a um pneumotacdgrafo para
pequenos animais, como descrito por MORTOLA & NOWORAJ (1983), sendo o
ventilador acoplado a outra extremidade do pneumotacografo. O pneumotacdgrafo
utilizado consiste de uma canula metalica com duas saidas laterais com as
seguintes caracteristicas: didmetro interno = 1,5 mm, comprimento = 4,2 cm e
distancia entre as saidas laterais = 2,1 cm. O gradiente de pressdo através do
pneumotacografo foi determinado utilizando-se um transdutor diferencial de presséo
Validyne MP45-2 (Engeneering Corp, Northridge, CA, EUA) para medida de fluxo
aeéreo. O volume (V1) mobilizado foi obtido por integracéo digital do sinal de fluxo.
Através de outra saida lateral, a via aérea era conectada a um transdutor diferencial
de presséo Validyne MP45-2 (Engeneering Corp, Northridge, CA, EUA) para medida
da presséo transpulmonar (PL) (Figura 6).

Uma vez que nao houve modificagbes abruptas no diametro do circuito, os
erros de medida da resisténcia ao fluxo foram provavelmente evitados (CHANG &
MORTOLA, 1981; LORING et al., 1979). A resisténcia ao fluxo imposta pelo

equipamento (Req), incluindo a canula traqueal, era constante até fluxos de 26
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mL/s, e correspondem a 0,8 cmH,O/mL/s. O espago morto do equipamento foi de
0,3 mL.

Todos os sinais foram condicionados e amplificados em um poligrafo
Beckman tipo R (Beckman, Schiller Park, IL, EUA). Os sinais de presséo e fluxo
foram passados através de filtros Bessel de 8 pdlos (902LPF, Frequency Devices,
Haverhill, MA, EUA), transformados de analdgico para digital em conversor de 12
bits (DT-2801A, Data Translation, Malboro, MA, EUA) e armazenados em um
microcomputador. Todos os dados foram coletados usando o software LABDAT
(RHT-InfoData Inc., Montreal, Quebec, Canada) (Figura 6).

Durante os experimentos foi evitada ao maximo a manipulagédo da canula
traqueal com aspiragdes e insuflagdes, para eliminar possiveis interferéncias sobre
os parametros medidos.

A calibragdo do transdutor de pressao foi realizada com o auxilio de um tubo
em "U" contendo agua destilada. A afericdo foi realizada antes de cada experimento

para assegurar a confiabilidade do registro.
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Figura 6. Montagem experimental consistindo de:

—

- Cilindro de ar comprimido.

inspiratério constante composto por duas valvulas

- Peca em “T” para medida de pressao na abertura das vias aéreas.

- Transdutor diferencial de presséao transpulmonar.

- Transdutor diferencial de pressao para medida de fluxo.

2 - Valvula redutora de pressao.

3 - Ventilador de fluxo
solendides.

4 - Pneumotacografo.

5

6 - Canula traqueal.

7 - Mesa cirurgica.

8

9

1

transpulmonar.

0 - Poligrafo de oito canais para amplificacdo dos sinais de fluxo e pressao

11 - Filtros passa-baixa Bessel de 8 polos.

12 - Conversor analdgico-digital de 12 bits.

13 - Microcomputador.
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IV.4 - ESTUDO DA MECANICA RESPIRATORIA

A mecanica respiratoria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracéo apos insuflagdo com fluxo constante (BATES et al., 1985a, 1988b, 1989;
KOCHI et al., 1988a, 1988b), que permite analisar separadamente os componentes
elastico, viscoso e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulm&o (Figura 7).

Em um experimento com a parede aberta, a pressdo na abertura das vias
aeéreas representa a pressao transpulmonar (PL). Apds a oclusdo das vias aéreas
ao final da inspiragdo, ocorre uma queda subita da PL (AP1) até um ponto de
inflexdo (Pi), a partir do qual o decaimento da pressdo assume carater mais lento
(AP2), atingindo um platé em sua porgéo terminal. Esta fase de platé corresponde a
presséo de retragdo elastica do pulmao (Pel) (Figura 7). A diferenga de pressao que
caracteriza a queda rapida inicial (AP1), representada pela diferenga entre a pressao
maxima inicial (Pmax) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta (Pi),
corresponde a pressao dissipada para vencer o componente viscoso do pulméo, ou
seja, reflete a pressdo necessaria para sobrepujar a resisténcia de vias aéreas
centrais (BATES et al., 1988b, 1989; KOCHI et al., 1988a, 1988b). A segunda
variagdo de pressao (AP2), representada pela queda lenta, do Pi ao platé (Pel),
reflete a pressdo dissipada para vencer o componente viscoelastico (“stress
relaxation”) e/ou inomogéneo (“pendelluft’) do tecido pulmonar e vias aéreas
terminais (BATES et al., 1988b; D’ANGELO et al., 1989 e KOCHI et al., 1988a,

1988b). A soma de AP1 e AP2 fornece a variagao total de pressao (APtot).
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Figura 7. Método de Oclusdo ao Final da Inspiracdo. Representagao
esquematica dos tracados de fluxo (V’), volume (V) e pressao transpulmonar (PL)
em funcdo do tempo, obtidos a partir da oclusdo da via aérea ao final da inspiracao.
Os pulmdes foram ventilados com volume corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1
mL/s. O platé foi alcancado apds uma pausa inspiratoria de 5 s. Apds a oclusao das
vias aéreas, ha uma queda rapida na PL (AP1) que corresponde a Pmax — Pi,
pressao dissipada para vencer o componente viscoso do pulméao, seguida por uma
queda lenta (AP2), pressao dissipada para vencer os componentes viscoelastico
e/ou inomogéneo do pulméo, até um ponto de equilibrio elastico, representada pela
presséo de retracao elastica pulmonar (Pel). A linha de base do registro de pressao
corresponde a pressao positiva ao final da expiragdo (PEEP) de 2 cmH,0O (neste

animal). V1, volume corrente; ins, inspiracgao.
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As elastancias estaticas (Est) e dindmica (Edyn) do pulmao podem, entado, ser
obtidas dividindo-se Pel e Pi, respectivamente, pelo volume corrente. AE é a
diferenca entre Edyn e Est.

As seguintes formulas foram utilizadas na analise da mecanica pulmonar:

AP1=Pm ax — Pi
AP2 = Pi — Pel
APtot = AP1 + AP2
Est = Pel/\f
Edyn = Pi/Vt
AE = Edyn - Est

T| = VT/V’

Onde:

AP1 = variagao de presséo utilizada para vencer o componente viscoso

AP2 = variagao de pressao relativa ao componente viscoelastico e/ou inomogéneo
APtot = variacio de pressao total Pmax = pressdo maxima atingida

Pi = presséo no ponto de inflexdoPel = press&o de retragao elastica

Est = elastancia estatica Edyn = elastancia dinamica

V1 = volume corrente AE = variacao de elastancia

T, = tempo inspiratorio V’= fluxo inspiratério
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Para a realizacdo da oclusdo, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de
fechamento definido (10 ms). Como este fechamento n&o é instantédneo, o volume
nunca cai a zero imediatamente apds a oclusao, propiciando, assim, a existéncia de
um pequeno fluxo. Este fluxo sera responsavel pelo aumento do volume pulmonar e,
consequentemente, de Pmax, Pi e Pel. Por isso, foi feita correcdo de acordo com
Kochi e colaboradores (KOCHI et al., 1988a).

A resisténcia do equipamento (Req), incluindo a cénula traqueal, foi
previamente aferida através da aplicacdo de fluxos de ar no sistema, com
concomitante registro das variagcbes de presséo (AP). Uma vez que R = AP / V', a
resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva APxV’. A
Req, constante até fluxos de 26 mL/s, foi de 0,8 cmH,O/mL/s. A variagao de pressao
determinada pelo equipamento (APeq = Req.V’) foi subtraida de APtot e AP1, de
forma que os resultados refletem propriedades mecéanicas intrinsecas.

Foram registrados de 10 ciclos respiratérios em cada animal. A resposta de
frequéncia do sistema de registro da PL foi estavel até 20 Hz. Os dados foram
analisados usando o software para analise de dados ANADAT (RHT-InfoData Inc.,

Montreal, Quebec, Canada).

IV.5 - ANALISE DA HISTOLOGIA DO PARENQUIMA PULMONAR

IV.5.1 - Fixac&o e Preparo das Laminas para Microscopia Optica

ApOs a determinagao da mecéanica pulmonar, a aorta abdominal e a veia cava
foram seccionadas, gerando uma hemorragia maci¢a, que rapidamente levou os
animais ao o6bito. A traquéia foi ocluida com linha de algodéo ao final da expiracéo,

quando a capacidade residual funcional (CRF) pulmonar é atingida. A porcéo
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abdominal do esbfago foi identificada e isolada, sendo presa por uma pinga
hemostatica. As estruturas do pescog¢o foram dissecadas com liberacdo das vias
aéreas. A pinga que prendia o esb6fago era suavemente tracionada para cima,
permitindo separa-lo das estruturas aderidas a parede toracica posterior. Com todas
as estruturas individualizadas, a traquéia foi seccionada acima do local ligado pelo
fio e, posteriormente, o es6fago foi separado do conjunto por leve tragao.

Os brénquios principais direito e esquerdo foram ocluidos com fio de algodao
e os pulmbes, separados. O pulmé&o esquerdo foi rapidamente congelado por meio
de imersdao em nitrogénio liquido, por aproximadamente 3 minutos, retirado e
mantido em solugédo de Carnoy (etanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%,
por volume) a —70° C por 24 h. Apds este periodo, o material foi desidratado
progressivamente por meio de imersao em solugdes com concentragdes crescentes
de etanol, como discriminado abaixo:

e MC-1: Etanol 70%, cloroférmio 22,5% e acido acético 7,5%, a — 20° C durante

1 h;

e MC-2: Etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a — 20° C durante 1

h;

e MC-3: Etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a — 20° C durante

1 h;

e Etanol 100%, a —20° C por 1 h.

Posteriormente, o pulmao foi mantido a — 4° C por 24 h. Apos a fixacdo, o
material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes histolégicos com 4 um de
espessura.

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com hematoxilina

e eosina (HE).
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IV.5.2 - Analise Histologica e Morfométrica

As laminas com os cortes pulmonares montados foram analisadas por
microscopia optica (microscéopio Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) tanto
qualitativa quanto quantitativamente. Para a analise descritiva, toda a superficie da
lamina foi observada com todas as estruturas pulmonares representadas, em
aumento de 200 e 1000x.

A analise quantitativa foi realizada utilizando-se a técnica convencional de
contagem de pontos (“point-couting”) (GUNDERSEN et al., 1988), utilizando uma
ocular acoplada ao microscépio contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e
50 linhas dispostos em paralelo (Figura 8).

A fracdo de area ocupada por alvéolos normais, colapsados e hiperinsuflados
(maior que 120 um) foi quantificada, em um aumento na ocular do microscopio
optico de 200x. Foram avaliados cinco a dez campos aleatérios e ndo coincidentes
por lamina. A soma dos pontos que caiam em area de alvéolo colapsado, normal ou
hiperdistendido foi dividida pelo numero total de pontos em cada campo analisado.

As células polimorfonucleares (neutréfilos + eosinofilos) e células
mononucleares (macrofagos + linfécitos + mondcitos) e tecido pulmonar foram
quantificados em um aumento de 1000x. Foram avaliados cinco a dez campos
aleatorios e néo coincidentes. O tecido pulmonar foi avaliado através do numero de
pontos do campo que recaiam sobre areas de tecido e ndo sobre espacgos aéreos.
No caso das células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN), foi
quantificado o numero total de cada tipo celular presente no septo alveolar, bem
como a celularidade total (PMN + MN). Os pontos que caiam sobre células PMN e

MN foram contados e divididos pelo numero total dos pontos que caem na area do
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tecido em cada campo microscopico.
Os valores finais foram expressos como média = erro padrao da média

(EPM).

Cil |
5
)
™

Figura 8. Representagdo esquematica do reticulo com 100 pontos e 50 linhas

utilizado para quantificacdo dos parametros morfométricos.

IV.6 - ANALISE DO FLUIDO DO LAVADO BRONCOALVEOLAR (BALF) E DO
SANGUE

Um outro grupo de trinta e cinco camundongos (CTRL = 10 animais, CIANO =
25 animais) foi submetido ao mesmo protocolo previamente descrito para obter as
aliquotas de sangue e do BALF. Com esse proposito, 2, 8, 24, 48 e 96 h apos a
injecao i.p. de salina ou MCYST-LR, as amostras de sangue (20uL) foram obtidas

da veia da cauda para confecgdo das laminas com esfregagco sanguineo (10uL) e
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analise dos leucdcitos totais (10uL). Os animais foram, entdo, anestesiados e
sacrificados com Sevoflurane, foi feita uma incisdo no abdémen de forma a expor a
veia cava, sendo coletado todo o sangue possivel (cerca de 1 mL). A traquéia foi
canulada, da forma ja descrita, e a coleta do BALF foi realizada lavando-se os
pulmdes duas vezes com 1,0 mL de solugéo salina (NaCl a 0,9%) esteéril. O fluido do
lavado (volume recuperado de cerca de 90% do volume instilado) foi centrifugado a
1000 rpm por 10 min, e o pellet celular foi ressuspendido em 250 uL de salina.

A contagem total de leucdcitos foi realizada usando um hemocitdmetro
(camara de Neubauer), sob microscopia 6ptica, apods a diluigdo das amostras em
solugédo de Turk (2% acido acético em agua destilada, tingido com cristal violeta).
Para contagem diferencial de células do BALF, 250uL do material foi preparado em
uma citocentrifuga a 500 rpm por 3 min (Cytospin 3, Shandon Inc., Pittsburgh, PA,
EUA). As laminas foram coradas com Pandtico Rapido (Laborclin, Pinhais, PR,
Brasil). Um total de 100 células em cada lamina foi contado por microscopia 6ptica,

diferenciado-se mononucleares, neutrofilos e eosinofilos.

IV.7 - ANALISE DA ATIVIDADE DE PROTEINAS FOSFATASES 1 E 2A

O pulméo direito foi utilizado para as analises da atividade das proteinas
fosfatases pelo método descrito por RUNNEGAR et al. (1993). Logo apds a retirada,
o pulmado era homogeneizado (0,1 g de tecido/mL) em solugdo tampéo contendo
EDTA (0,1 mM), DTT (1 mM), Tris-HCl a pH = 7,0 (60 mM) e o inibidor de protease
PMSF (0,1 mM) em banho de gelo, utilizando-se homogeneizador Tissuemiser
(Fisher Scientific, Hampton, NH, USA). O homogenato resultante foi centrifugado a
10000 g e o sobrenadante (citosol) obtido armazenado em freezer a -20°C até o

momento da analise.
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A produgédo do substrato especifico para PP1 e 2A foi feita seguindo o
procedimento descrito por SHENOLIKAR & INGEBRITSEN (1984), com pequenas
modificagdes: 5 mg de fosforilase b (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) foram
incubados por 1 hora, em banho termostatizado a 30°C, com 400 pL de solugdo
contendo 0,08 mg de fosforilase cinase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), 300
uM de ATP e 5000 cpm/pmol de [y-32P] ATP (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK), 2 mM de acetato de magnésio, 125 uM de CaCl,, 60 mM de
glicerofosfato de sodio (pH 8,2), 50 mM de Tris-HCI (pH = 8,2). A reagéo foi
interrompida com solucdo de sulfato de amdénio 90% saturada e transferida para
banho de gelo, onde foi mantida por mais 1 hora. Em seguida, ap6s centrifugacéo a
15000 g, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 0,4 mL
de solugao contendo Tris-HCI (5,0 mM, pH = 7,0), EDTA (1,0 mM), 2-mercaptoetanol
(0,3% v/v). Os cristais de [32P] fosforilase a formados foram, ent&o, diafiltrados em
Microcon YM-10 (Millipore, Bedford, MA, EUA) por meio de centrifugagdo a 14000 g
por aproximadamente 2 horas a 4°C. O filtrado foi descartado, o material retido no
filtro foi ressuspenso na solugdo citada anteriormente, diafiltrado, sendo este
processo repetido ainda mais uma vez e o precipitado final ressuspenso em solugao
contendo Tris-HCI (50 mM, pH = 7,0), NaCl (250 mM), 2-mercaptoetanol (0,3% v/v).

Este processo permitiu a remogdo de grande parte do ATP radioativo
residual. No entanto, resulta em um rendimento maximo de 65% na producgao de
fosforilase a. A concentracio final da mesma foi determinada por meio de diluigdo
de uma pequena aliquota e determinagédo de sua absorbancia em 280 nm (A 1,31 =
1 mg/mL, de acordo com o protocolo de SHENOLIKAR & INGEBRITSEN, 1984).

A determinacdo da atividade de PP 1 e 2A no pulméo foi realizada,

misturando-se 10 uL do sobrenadante do homogenato (citosol pulmonar), 10 uL de
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solugédo de reagao (50 mM de Tris-HCL, pH = 7,0 e 1 mM de DTT) e 10 uL de
solugao [*?P] fosforilase a (3 mg/mL) por 10 minutos. A reagao foi interrompida com
a adicdo de 0,1 mL de acido tricloroacético a 10%, e a liberacao de fosfato

radioativo foi determinada através de cintilagéo liquida.

I\V.8 - ANALISE DE MICROCISTINA-LR POR ELISA

As mesmas amostras de citosol pulmonar utilizadas para a analise da
atividade fosfatasica foram, também, analisadas por ELISA para a deteccdo de
MCYST-LR, de acordo com o método descrito por CHU et al (1990), An &
Carmichael (1994) e Carmichael & An (1999). O método utiliza anticorpos policlonais
de coelho anti-MCYST-LR, com reatividade cruzada também contra varios
congéneres de microcistina.

O método de ELISA competitivo direto, utilizado para estas analises, identifica
o antigeno (a microcistina) através de anticorpos especificos fixos a uma placa.
Simplificadamente, a placa € incubada com a amostra contendo o antigeno e
posteriormente com um conjugado composto de antigeno ligado a uma enzima,
neste caso a peroxidase. O antigeno ligado a enzima e o nao ligado (a amostra)
competem pela ligagdo com os anticorpos, sendo que a amostra tem a vantagem de
ter entrado antes em contato com os anticorpos. Apds a reacgao, lava-se a placa,
somente restando, por conseguinte, o material ligado aos anticorpos. O substrato da
enzima é adicionado e a reagao € colorimétrica. O resultado é lido como valores de
densidade Optica das amostras, e assim, quanto mais intensa a cor, menos toxina
existe na amostra. Cabe ressaltar que este método consegue detectar somente
microcistinas livres, ou seja, microcistinas conjugadas com proteinas fosfatases, ou

com qualquer outro peptideo, ndo sao reconhecidas pelos anticorpos.
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Os anticorpos e o conjugado MCYST-aminoetiltio-peroxidase (MCYST-HRP)
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Wayne Carmichael (Wright State University,
EUA). Assim, placas de 96 pogos com volume de 200 uL (Nunc-Maxisorb) foram
incubadas por 24 h com anticorpos policlonais de coelho anti-MCYST LR-BSA (5
ug/mL) e armazenadas em geladeira por até 1 semana. Para a analise de amostras,
a placa, apés lavagem com solugdo tampao fosfato (PBS)-Tween 20 0,05%, foi
incubada por 60 minutos com solugdo tampé&o bloqueadora (caseina 1% em PBS),
sendo, em seguida, lavada novamente com PBS-Tween. Diferentes concentragbes
de padrao de MCYST-LR e controle negativo (para obtengdo da curva padrio),
assim como as amostras, foram adicionadas aos pog¢os em duplicata, sendo
incubadas por 30 minutos. Apés este periodo, o conjugado MCYST-HRP (12,5 nM)
foi adicionado a placa e incubado pelo mesmo periodo. Em seguida, a placa foi
lavada com a solugdo de lavagem descrita anteriormente e recebeu a solugdo de
substrato preparada no momento com [Ifenilenodiamina (OPD) (0,4 mg/mL),
tampao citrato (50 mM de acido citrico e 0,1 M de NaH,PO,4, pH = 5,0) e peroxido de
hidrogénio a 30%, sendo incubada novamente por 10 minutos, observando-se o
desenvolvimento de cor. A reacao foi interrompida com solu¢édo de HCL 1 N e a
densidade O6ptica foi determinada em leitora de placas (Vmax, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) em 490 nm. A partir da curva padrdo de MCYST-LR obtida,
calculou-se as concentragdes nas amostras. O limite de quantificagao corresponde a

0,16 ppb.

IV.9 - ANALISE ESTATISTICA
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Os valores finais foram expressos como média = erro padrao da média
(EPM).

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov
(com corregdo de Lilliefors) para avaliar a normalidade de suas distribuicbes. A
seqguir foi aplicado o teste da mediana de Levene para verificar a igualdade de
variancias. Se ambas as condigbes fossem satisfeitas, era aplicada one-way
ANOVA, seguida do teste de Tukey para comparagbes multiplas, quando
necessario. Em caso negativo, o teste ndo-paramétrico Kruskal Wallis ANOVA on
Ranks era empregado.

Os parametros de morfometria e celularidade foram submetidos a
transformada arcoseno, para posteriormente serem comparados.

Em todos os testes, o nivel de significancia foi 5%. As analises estatisticas
foram realizadas pelo programa Sigma Stat 3.1 (Jandel Scientific, San Rafael, CA,

EUA).



RESULTADOS
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V — RESULTADOS

V.1 - MECANICA RESPIRATORIA

No intuito de avaliar temporalmente os efeitos da injecédo i.p. de MCYST-LR
sobre a fungdo pulmonar de camundongos, foram medidos os parametros da
mecanica respiratéria in vivo.

Os valores de volume e fluxo utilizados durante o experimento estdo

mostrados na tabela 1 e ndo variaram significativamente nos grupos estudados.

Tabela 1. Fluxo e Volume nos animais dos grupos controle e cianobactéria nos

diferentes tempos.

Fluxo (mL/s) Volume (mL)
CTRL 1,00 £ 0,01 0,20 + 0,01
CIANO 2 h 1,01 £ 0,01 0,20 + 0,01
CIANO 8 h 1,00 £ 0,01 0,19 £ 0,01
CIANO 24 h 1,01 £ 0,01 0,20 + 0,01
CIANO 48 h 1,01 £ 0,01 0,20 + 0,01
CIANO 96 h 1,00 + 0,01 0,20 + 0,01

Os valores representam média + EPM de seis animais em cada grupo. CTRL,
animais injetados com solucao salina (0,9% NaCl) i.p.; CIANO, camundongos que
receberam injegao i.p. de microcistina-LR (40 ug/kg). As medidas foram realizadas

2,8, 24, 48 e 96 horas ap0s a injegao.

As diferengas entre os parametros de mecanica respiratoria (Est, AE, AP1,

AP2 e APtot) observadas entre os animais do grupo CTRL e dos grupos CIANO
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estdo representadas nas figuras 9 e 10. Os camundongos injetados com a dose
sub-letal de MCYST-LR apresentaram alteragbes de inicio precoce nos
componentes resistivo, elastico e viscoelastico do pulmao, que perduraram até 96
horas. Ja 2 horas apés a injegao i.p. de toxina, as médias dos valores de AP1, AP2
e APtot no grupo CIANO foram 63%, 16% e 20% maiores do que no grupo CTRL,
respectivamente (Figura 9). A analise estatistica indicou que esses parémetros
permaneceram igualmente alterados das duas primeiras horas até o quarto e ultimo
dia de experimento.

A Figura 10 mostra que os animais injetados com MCYST-LR apresentaram
valores de AE maiores do que aqueles do grupo CTRL ja em 2 horas pos-
administracao da toxina, e, além disso, os valores permaneceram nesse novo nivel
até o tempo final de experimentagdo. Por outro lado, a elasténcia estatica foi maior
do que no grupo controle em 2 horas, alcangou seu valor de pico em 8 horas, e
diminuiu progressivamente até 96 horas, no entanto, sem retornar ao normal.
Portanto, houve um comprometimento agudo da fungdo pulmonar, que nao foi
restabelecida ao final de 96 horas.

Os dados da mecanica respiratoria de cada animal separadamente estdo

apresentados no anexo I.
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Figura 9. Variacdes de pressdo necessarias para vencer os componentes resistivo
(AP1), viscoelasticos/inomogeneos pulmonares (AP2) e pressdo total exercida
contra os componentes viscosos e viscoelasticos do pulmao (Aptot). Os valores séo
expressos em mediana com os limites do interquartil 25-75 e os valores maximo e
minimo de animais injetados com solugao salina (CTRL) ou microcistina-LR (40
ug’kg, CIANO) i.p. (n=6 em cada grupo). As medidas foram feitas 2, 8, 24, 48 e 96
horas apés a injegao. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes
(p<0,05).
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Figura 10. Elastancia estatica (Est) e diferenca entre as elasténcias estatica e
dindmica do pulm&o (AE). Os valores sao expressos em mediana com os limites do
interquartil 25-75 e os valores maximo e minimo de animais injetados com solugao
salina (CTRL) ou microcistina-LR [40 pg/kg (CIANO)] i.p. (n=6 em cada grupo). As
medidas foram feitas 2, 8, 24, 48 e 96 horas apds a injegao. Letras diferentes

indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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V.2 - ANALISE HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA
Visando a fundamentar os achados funcionais e avaliar o comprometimento
tecidual seguido a administragdo de MCYST-LR, foram realizadas analises

qualitativas e quantitativas no tecido pulmonar.

V.2.1 - Analise qualitativa

A figura 11 retrata fotomicrografias do parénquima pulmonar dos grupos
CTRL e CIANO. Podemos notar que a administracdo de MCYST-LR via i.p. gerou
danos ao parénquima pulmonar, evidenciados pela presenca de espessamento de
septo alveolar, com aumento de celularidade, em todos os grupos que receberam a
toxina. Além disso, esses animais apresentaram areas de colapso alveolar e
discreto edema em comparagé&o com o grupo controle. Esses achados histologicos

se alinham com os achados funcionais previamente descritos.
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Figura 11. Fotomicrografias de parénquima pulmonar (200x) coradas com
hematoxilina-eosina. As fotos sao representativas de 6 animais por grupo. A, grupo
controle; B, C, D, E, F, pulmdes retirados 2, 8, 24, 48 e 96 horas, respectivamente,

apos a injecao intraperitoneal de microcistina-LR (40 ug/kg). Barras = 100 um.
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V.2.2 - Andlise quantitativa

A anadlise quantitativa permitiu avaliar a extensdo dos danos provocados ao
pulméo pela injecdo i.p. de MCYST-LR. Os valores obtidos nesta analise para os
grupos CTRL e CIANO nos diferentes tempos s&o apresentados nas tabelas 2 e 3.

A tabela 2 apresenta a analise morfométrica do parénquima pulmonar dos
animais controle e cianobactéria. Duas horas apds a injegéo i.p. de MCYST-LR, ja
se observa um aumento significativo de colapso alveolar com pico em 8 horas. De 8
a 96 horas houve diminui¢ado gradual do colapso, porém sem retornar aos niveis de
CTRL. O aumento das areas de colapso foi acompanhado por redugao do
percentual de areas normais. Os dados de cada animal separadamente estdo

apresentados no anexo |l.

Tabela 2. Morfometria Pulmonar.

GRUPO Area normal (%) Colapso alveolar (%)
CTRL 94,7+0,9 2 52+09 2

b,C b c
CIANO 2 h 763+ 17 236+1,7 >

b b
CIANO 8 h 70,3+1,5 29,0 £1,2
CIANO 24 h 755424 O° 24,5 +2.4 bC
CIANO 48 h 784420 © 212+2,1 ¢
CIANO 96 h 815+13 © 18,5+ 1,3 C

Fracdo de area de alvéolos normais e colapsados no parénquima pulmonar dos
camundongos injetados com salina (CTRL) ou microcistina-LR [40 pg/kg i.p.
(CIANO)] e analisados 2, 8, 24, 48 e 96 horas apds a injecdo. Os valores
correspondem a média + EPM de 5 a 10 campos por lamina, em um aumento de
200x (6 animais por grupo). Letras diferentes indicam valores significativamente
diferentes (p<0,05).
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Visando a avaliar o efeito da MCYST-LR na resposta inflamatdria,
quantificamos a celularidade total e diferencial no parénquima pulmonar (Tabela 3).
Foi observado aumento significativo da celularidade total no grupo CIANO, ja em 2
horas, determinado por influxo de células PMN. O aumento de PMN persistiu até 96
horas. Houve reducg&o do percentual de células MN no grupo CIANO que comegou 2
horas apos a injegéo i.p. de microcistina-LR e persistiu ao longo dos quatro dias de
experimento. No entanto, a reducido percentual de MN foi secundaria ao aumento
relativo de PMN, uma vez que ndo houve queda do numero absoluto de MN por

campo. Os dados de cada animal separadamente estdo apresentados no anexo lll.

Tabela 3. Celularidade total e diferencial no parénquima pulmonar.

GRUPO % TOT % PMN % MN
CTRL 296+1,9 a 10,0+ 1,4 a 19,7+1,0a
CIANO 2h 38,0+27 b 28,9+24 b 9,1+0,8b
CIANO 8h 39,7+18 b 29,0+1,0 b 10,7+1,3b
CIANO 24h 37,6+2,0 D 252+29 bC 124+16 P
CIANO 48h 39,0407 ° 258+06 bc  132+07b
CIANO 96h 335+2,1 @ 221+1,3 C 11,4+0,9 P

Percentual de células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) e
celularidade total (TOT) em relagdo a area de tecido total no pulmido dos
camundongos injetados com salina (CTRL) ou microcistina-LR [40 ng/kg i.p.
(CIANO)] e analisados 2, 8, 24, 48 e 96 horas apdés a injegdo. Os valores
correspondem a média + EPM de 5 a 10 campos por |amina, em um aumento de
1000x (6 animais por grupo). Letras diferentes indicam valores significativamente
diferentes (p<0,05).
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V.3 - ANALISE DO NUMERO DE LEUCOCITOS NO FLUIDO DO LAVADO
BRONCOALVEOLAR (BALF)

A analise de celularidade total e diferencial do BALF, apresentada na figura 12,
mostrou um aumento rapido e pronunciado do numero total de células nos animais
desafiados com a MCYST-LR. Duas horas apds a injegdo da MCYST-LR esse
numero ja representava um valor 7 vezes maior do que aquele observado nos animais
do grupo CTRL. Esse aumento foi devido, principalmente, ao recrutamento de células
mononucleares e de neutréfilos. Em 96 horas, todos os tipos celulares e,

consequentemente, a celularidade total, retornaram a valores semelhantes ao CTRL.
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Figura 12. Numero de células totais e diferenciais no Fluido do Lavado
Broncoalveolar (BALF). Os valores correspondem a média + EPM de animais
adultos do grupo CTRL (n=8) e do grupo CIANO (n=5) analisados 2, 8, 48 e 96
horas apds a injegao i.p. de microcistina-LR (40 ug/kg de peso corporal). Letras

diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).



59

V.4 - ANALISE DO NUMERO DE LEUCOCITOS NO SANGUE

Visando a avaliar os tipos celulares de maior representatividade na corrente
sanguinea no curso de uma intoxicagao i.p. por MCYST-LR, amostras de sangue
foram coletadas e analisadas para contagem celular total e diferencial. As mudangas
observadas na celularidade total e diferencial do sangue estdo representadas na
figura 13. Houve um aumento significativo do numero de células totais no sangue
apenas 8 horas apos a injegdo de MCYST-LR, ndo tendo sido observado aumento
significativo nos outros tempos experimentais. Esse aumento na celularidade total foi
reflexo principalmente da mobilizagdo de neutrdéfilos, tipo celular que ja se mostrou
elevado significativamente nas primeiras duas horas apds a administragdo da toxina, e

permaneceu assim até o ultimo tempo experimental.
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Figura 13. Numero de células totais e diferenciais no sangue. Os valores
correspondem a média + EPM de animais do grupo CTRL (n=8) e do grupo CIANO
(n=5) analisados 2, 8, 24 e 96 horas ap0s a injec¢ao i.p. de microcistina-LR (40 ug/kg
de peso corporal). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes
(p<0,05).

V.5 - ANALISE DA ATIVIDADE DE PROTEINAS FOSFATASE 1 E 2A

Como ja foi previamente demonstrado que a MCYST-LR tem a capacidade de
inibir a atividade de proteinas fosfatase 1 e 2A no figado (Runnergar et al., 1993),
decidimos avaliar a atividade destas proteinas no homogenato pulmonar. A
atividade das proteinas fosfatase 1 e 2A permaneceu inalterada no grupo CIANO,

nao sendo inibida pela injegao i.p. de MCYST-LR (Figura 14).
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Figura 14. Atividade de proteinas fosfatase (PP) 1 e 2A (mU/g de tecido) no pulm&o
de camundongos. Os valores estdo expressos em porcentagem da atividade de PP
do grupo CTRL, e foram avaliados 2, 8, 24, 48 e 96 horas apds a injegéo i.p. de
MCYST-LR (40 ug/kg de peso corporal). Os valores correspondem a média + EPM.

V.6 - QUANTIFICACAO DE MCYST-LR POR ELISA

Visando a avaliar a presenga de MCYST-LR nos pulmdes dos camundongos,
utilizamos um método imunoenzimatico sensivel e especifico. A analise por ELISA
nao detectou a presenga de MCYST livre no homogenato do pulmao de animais

controle ou injetados com a toxina (limite de quantificagéo: 0,16 ppb).
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VI — DISCUSSAO

A MCYST é uma cianotoxina hepatotoxica, cujos efeitos deletérios no figado
sdo extensamente conhecidos. Outros 6rgdos também podem ser afetados por esta
toxina, no entanto, pouco se sabe sobre seus efeitos no sistema respiratorio. No
presente estudo, a avaliagdo dos efeitos agudos da MCYST-LR sobre o pulmao de
camundongos mostrou modificagdes histoldgicas no parénquima pulmonar com areas
de colapso alveolar, espessamento do septo, presenca de edema e aumento da
celularidade total. Essas modificagbes foram associadas a alteracbes da mecanica
pulmonar com aumento da elastancia e das pressdes resistivas e viscoelasticas e/ou
inomogéneas. Aléem disso, também foram vistas altera¢gdes precoces na composigcéo
celular do BALF e do sangue, evidenciando um processo inflamatorio rapido
provocado por essa toxina.

Uma parte importante da interpretagdo dos resultados de uma pesquisa
biolégica é a cuidadosa selegdo da espécie a ser utilizada. Existe uma enorme
variedade de espécies animais disponiveis e, como regra geral, a espécie
filogeneticamente mais proxima a humana possui a melhor correlagdo clinica. Os
modelos experimentais auxiliam na compreensdo dos fendmenos naturais e
possibilitam o estudo de estruturas e orgaos de dificil acesso em humanos. Ainda, a
possibilidade de controlar as variaveis ambientais, sociais e patologicas em animais
de experimentagcdo justificou, no nosso experimento, a escolha de pequenos
animais. Diversas espécies de camundongo e rato tém sido utilizadas para avaliar
os efeitos da MCYST nos diferentes sistemas, sendo facilmente encontrado os
valores da DL50 desta toxina de acordo com sexo e espécie do animal. Sendo
assim, escolhemos camundongos Sui¢os machos adultos, os quais sao largamente

utilizados para estudos com MCYST e ndo necessitam de um periodo muito longo
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de tempo para se encontrarem em condi¢cdes de uso, apds seu nascimento. Um
aspecto que deve ser ressaltado quanto ao uso de animais dessa linhagem diz
respeito ao fato desta ndo ser isogénica. Para alguns estudos esta pode ser uma
caracteristica que compromete a correta interpretacdo dos resultados, uma vez que
0 padrao de resposta observado podera apresentar grande variabilidade. Neste
estudo, a utilizagdo de seis camundongos por grupo foi suficiente pra detectar
diferencgas significativas entre os mesmos.

Existem poucos grupos de pesquisa no mundo se dedicando a investigar os
efeitos de MCYSTs no pulmdo. Entretanto, os resultados obtidos com esta
dissertagdo e outros estudos ja citados demonstram que este € um 6&rgéo
claramente afetado por estas cianotoxinas, mesmo em doses sub-letais, por
diferentes via de exposicdo. Deve-se ter em mente que a exposicdo de animais e
humanos a pequenas concentragbes de MCYST na agua € certamente muito mais
frequente do que a intoxicagdo letal. Como tanto o grupo controle, injetado com
salina, como o grupo experimental, injetado com MCYST-LR, estavam expostos as
mesmas condigdes cirurgica e ventilatoria, podemos admitir que as alteragdes
encontradas foram decorrentes exclusivamente da administragao da toxina e nao de
uma interferéncia causada pelo tipo de preparacéo.

No presente estudo, observou-se aumento significativo dos parametros de
funcdo pulmonar nos grupos injetados com MCYST-LR em relagdo ao CTRL
(Figuras 9 e 10). Ha varias técnicas desenvolvidas para a analise da mecanica
respiratoria, porém o meétodo de oclusdo das vias aéreas ao final da inspiragéao
difundiu-se por apresentar a vantagem de individualizar variagées de pressdes em
seus componentes resistivos, elasticos e viscoelasticos e/ou inomdgeneos (BATES

et al., 1985a). Avangos importantes ocorreram clinica e experimentalmente a partir
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desse conhecimento. Utilizando este método, detectamos um aumento nas
variagdes de pressao (APtot, AP1 e AP2) (Figura 9), na elastancia estatica (Est) e
variagdo de elastancia (AE) do pulmdo no grupo CIANO em relacdo ao CTRL
(Figura 10). Em um animal destituido de sua parede toracica e, considerando-se o
volume corrente e o fluxo aéreo constantes, as alteracbes observadas em APtot
refletem as modificagbes nos componentes resistivos e viscoelasticos e/ou
inomogéneos do pulmao. AP1 reflete a pressao dissipada para vencer a resisténcia
de vias aéreas centrais (SIMILOWSKI et al.,, 1989). AP2 esta relacionada ao
relaxamento por tensdo (stress relaxation) do tecido pulmonar, juntamente com
pequena contribuicdo do pendelluft (BATES et al.,, 1988b; D’ANGELO et al., 1989;
SALDIVA et al., 1992).

Portanto, o aumento das pressdes resistivas (AP1) no pulmédo de
camundongos injetados com a toxina, sugere que as vias aéreas sao afetadas de
alguma forma, fato este que precisa ser melhor investigado. O aumento das
pressdes necessarias para vencer os componentes elasticos (Est) e viscoelastico
e/ou inomogéneos (AP2), indicam um enrijecimento pulmonar. Tais achados
funcionais podem ser explicados pelas alteragdes morfolégicas do parénquima
pulmonar evidenciadas na microscopia Optica (Figura 11 e Tabelas 2 e 3).

O colapso alveolar (Figura 11 e Tabela 2) acarreta heterogeneidade do
parénquima pulmonar e contribui para o aumento de AP2, AE e da Est. Outros
fatores também podem ter contribuido para esse aumento, como distor¢ao dos
alvéolos patentes, o processo inflamatério desencadeado e disfungcado do surfactante
pulmonar. O processo inflamatdrio evidenciado pelo espessamento do septo
alveolar, aumento da celularidade total devido ao recrutamento de células

polimorfonucleares e presenga de edema no tecido pulmonar (Figura 11 e Tabela
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3), pode, potencialmente, comprometer a sintese e/ou armazenamento do
surfactante pulmonar, elevando a tensdo superficial, gerando, assim, areas de
colapso com consequente aumento da Est. GUPTA et al. (2003), ao avaliar em
camundongos injetados com uma dose letal de MCYST i.p., também constataram a
presenca de efeitos pulmonares, tais como, congestdo, necrose e hiperplasia do
epitélio brébnquico, edema e hemorragia, entre 30 e 60 minutos apds a injecdo. Um
estudo anterior conduzido pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que a injegao i.p.
de extrato de cianobactérias contendo MCYST-LR também leva a um processo
inflamatério rapido, com presenga de colapso alveolar, influxo de células
inflamatdrias no parénquima pulmonar e edema intersticial (PICANCO et al., 2004).
No entanto, como o extrato contém outros metabdlitos secundarios, era de
fundamental importéncia estudar os efeitos da toxina purificada. Neste trabalho, foi
utilizada MCYST-LR padréo, com grau de pureza > 95% e resultados semelhantes
ao estudo anterior foram obtidos, evidenciando que os efeitos encontrados haviam
sido provocados pela toxina.

A presenca de MCYSTs no pulmao apos a administragado da toxina via i.p. ja
foi demonstrada em varios trabalhos utilizando-se MCYST marcada de diferentes
formas (BROOKS & CODD, 1987; ROBINSON et al., 1989; NISHIWAKI et al., 1994;
STOTTS et al., 1997a,b). ITO et al. (2001) demonstraram que a MCYST-LR é capaz
de alcangar a corrente sanguinea e outros 6rgéos, a partir do pulmé&o. A toxina foi
detectada no pulmao, figado e rins apds a instilagao intratraqueal (i.t.). Embora os
autores relatem que ndo houve danos ao tecido pulmonar, nenhuma avaliagao
histopatoldégica detalhada foi realizada. As fotomicrografias pulmonares

apresentadas no artigo mostram areas de colapso alveolar (ITO et al., 2001).
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Outro trabalho utilizando MCYST-LR mostrou que a exposicdo de
camundongos via aerosol gerou necrose ou inflamagdo das células epiteliais
respiratérias da cavidade nasal, com presenca de infiltrado neutrofilico, e
degeneragdo, necrose e atrofia das células epiteliais olfatorias (BENSON et al.,
2005). Entretanto, nenhuma lesdo foi observada no parénquima pulmonar. Cabe
ressaltar que ja foi demonstrado que a DL50 da MCYST-LR por via nasal & similar
aquela da via intravenosa ou intraperitoneal - 50 pg/kg (ITO et al.,, 2001;
FITZGEORGE et al.,, 1994). BENSON et al. (2005) utilizaram a MCYST-LR numa
dose maxima de 12,5 ug/kg de peso corpéreo, talvez por isso ndo tenham
encontrado efeitos pulmonares ou em outros 6rgaos.

Em 1990, TURNER et al. relataram o caso de soldados britanicos que faziam
exercicios de canoagem em um reservatorio contendo floracdo tdxica de
cianobactéria produtora, principalmente, de MCYST-LR. Esses recrutas
apresentaram, dentre outros sintomas, tosse seca, dor pleuritica e febre. Baseado
em estudos prévios de FALCONER et al., 1981 e SLATKIN et al., 1983, os autores
atribuiram a pneumonia a exposicdo a MCYST. Em outro estudo, PILOTTO et al.
(1997) relatam o aparecimento de sintomas semelhantes aos da gripe em individuos
que fizeram recreagdo em agua contaminada por cianobactérias na Australia, em
até uma semana ap6s o contato com a agua. No entanto, os sintomas foram
associados a uma resposta alérgica pelo contato com as células e ndo as toxinas.
Nenhum estudo animal sobre os efeitos agudos da MCYST conseguiu detectar
danos pulmonares por ingestdo de cianotoxina via oral (FAWELL et at., 1999;
YOSHIDA et al., 1997; FITZGEORGE et al., 1994). No entanto, um estudo crénico
conduzido por FALCONER et al. (1988) detectou broncopneumonia de forma dose-

dependente com a ingestao de extrato de cianobactérias.
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O meétodo de ELISA n&o identificou MCYST-LR livre no tecido pulmonar. A
provavel explicagao para este fato reside na especificidade da toxina pelo figado, ja
que é rapidamente captada pelos transportadores de sais biliares presentes no
hepatocito (ROBINSON et al.,, 1991; CARMICHAEL, 1994). Quando a toxina é
injetada no peritdnio, ela alcanga a corrente sanguinea, inicialmente pela circulagéao
portal, facilitando a sua chegada ao figado. Esse transporte ocorre de forma rapida,
sendo descrito tempos entre 1 e 60 minutos para a chegada de mais de 60% de
MCYST no figado ap6és injegéo i.p. (BROOKS & CODD, 1987; ROBINSON et al.,
1989). Ao entrar no hepatodcito, a MCYST forma ligagado covalente com as PP 1 e
2A, inibindo a atividade dessas enzimas e iniciando um processo de
desestruturagao do citoesqueleto dos hepatdcitos, que culmina com a morte celular,
principalmente pelo mecanismo de apoptose (DING et al., 1998a,b). Quando o
hepatocito rompe, as MCYSTs entram novamente na circulagdo sanguinea, s6 que
agora, possivelmente conjugadas a uma PP ou parte dela, através do aminoacido
Mdha. Ainda no figado, as MCYSTs podem ser detoxificadas pela GSH e formar
conjugados MCYST-SG, também através do aminoacido Mdha (KONDO et al.,
1996). Esses conjugados sdo menos toxicos do que a forma livre da toxina, tanto in
vivo quanto in vitro, ja que ndo podem mais formar ligagao covalente com a PP (ITO
et al., 2002; KONDO et al., 1992; METCALF et al., 2000). Esse comportamento das
MCYSTs nos leva a pensar que a toxina que chega ao pulméao pelo sangue néo se
encontra na sua forma livre, ndo sendo, portanto, detectada pelo ELISA.

De fato, estudos indicam que as MCYSTs circulam no sangue ligadas as
proteinas, muito mais do que na sua forma livre (HILBORN et al, 2005). Sendo
assim, ao analisar a presenga de MCYST por ELISA pode-se subestimar suas

concentragdes no sangue ou nos tecidos. Além disso, a hipétese de que a forma
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livre da toxina tenha alcancado o pulmao em concentragdes muito baixas ndo pode
ser descartada.

A maior parte da fosforilagdo protéica nas células eucaridticas ocorre em
residuos de serina e treonina, sendo as PP1 e PP2A as maiores contribuintes da
atividade fosfatasica geral (HONKANEN & GOLDEN, 2002; PEIRCE et al., 1998).
Sabe-se que PP1 esta diretamente ligada ao controle de fungdes celulares, como
metabolismo do glicogénio, contracdo muscular e progressdo do ciclo celular,
enquanto a PP2A é descrita como crucial no controle da proliferagao celular, além
de estar envolvida em sinalizagcdes e controle do ciclo celular (BARFORD et al.,
1998). No presente trabalho, os efeitos observados no pulm&o dos animais
poderiam estar relacionados a possivel inibicdo dessas enzimas presentes nas
células pulmonares. Ja foi visto que mastocitos pulmonares apresentam PP 1 e 2A
(PEACHELL et al., 1998; PEIRCE et al., 1998). No entanto, ndo foi detectado efeito
inibitério destas fosfatases nos tempos experimentais descritos nesta dissertagao,
apos injecdo de MCYS-LR i.p. nos animais (Figura 14). Uma possivel explicagéo
reside no fato de que em duas horas, a lesdo ja se encontra instalada e que,
portanto, € plausivel que haja inibicdo destas proteinas em tempos inferiores ao
estudado. Além disso, como 0 mecanismo de hepatotoxicidade das MCYSTs nao se
da somente pela inibicdo das PP, mas também pela inducédo de estresse oxidativo,
entdo, esse poderia ser um possivel mecanismo de lesdo pulmonar.

A injecéo i.p. de MCYST-LR é capaz de estimular os macrofagos peritoniais a
produzir mediadores inflamatorios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina-1 (IL-1). Este achado foi observado por NAKANO et al. (1991) apos a
administracao i.p. de MCYST-LR e de extratos toxicos de Microcystis aeruginosa a

camundongos. IL-1 é um importante estimulador da migracdo de PMN para o
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parénquima pulmonar (WAGNER & ROTH, 2000) e TNF-a age preparando o
endotélio para a migragéo celular. Logo, caso a MCYST-LR né&o tenha alcangado os
pulmdes, € possivel que o processo inflamatério tenha sido desencadeado por
citocinas produzidas por macréfagos peritoniais e carreadas pela corrente
sanguinea, o que levaria a ativacdo de células em diferentes tecidos, inclusive o
pulm&o. Experimentos in vitro demonstraram que MCYSTs s&o capazes de
estimular macrofagos alveolares a produzir prostaglandinas F2 e PGE2, além de
tromboxano B2 e acido aracdbnico (NASEEM et al., 1989). O reconhecimento da
MCYST-LR pelos macrofagos nédo esta caracterizado. Uma hipdtese é que a
MCYST-LR seja um ligante de receptores da imunidade como os receptores Toll-like
(TLR). Estes receptores sdo fundamentais no reconhecimento de diversas
moléculas de microrganismos (AKIRA & TAKEDA, 2004). Caso a MCYST-LR livre
tenha de fato atingido o pulmdo, mesmo em concentragcbes muito pequenas, é
possivel que tenha promovido a resposta inflamatoria também de forma direta. Ou
ainda, mesmo os conjugados MCYST-SG podem ser capazes de estimular
diretamente a resposta inflamatéria pulmonar.

Foi observado um aumento significativo de neutréfilos, a partir de 2 horas, e
de eosindfilos, em 8 horas, no sangue apés a administragdo de MCYST-LR (Figura
13). Os neutrodfilos, juntamente com os eosinofilos e basofilos, sdo células da
imunidade inata que possuem granulos especializados para defesa imunologica e,
portanto, constituem a primeira linha de defesa do organismo. Em geral, as células
da imunidade inata respondem aos sinais inflamatoérios, sendo ativadas para
localizac&do do tecido danificado e para comunicacao intercelular através do contato
célula-célula ou através de citocinas (LUSTER et al., 2005). Os neutrofilos

expressam moléculas de adesdo abundantes para uma rapida ligagdo com os
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receptores endoteliais ativados pelo processo inflamatorio, acumulando-se em
poucas horas nos sitios de inflamagéo aguda.

Esse aumento no numero de neutrofilos e eosindfilos € também observado de
forma precoce, ja em 2 horas, nas células extravasadas no BALF (Figura 12). De fato,
foi previamente observado que a MCYST aumenta a adesdo espontanea de
leucécitos PMN em humanos, o que poderia influenciar a capacidade migratéria
destas células (HERNANDEZ et al., 2000). No entanto, o achado que mais
surpreende € o numero elevado de mononucleares num tempo tdo curto pos-
exposicao a toxina. Modelos conhecidos de inflamag&o pulmonar, como o LPS, geram
um aumento de MN apenas em 12 horas apés a indugéo da lesdo (PENIDO et al.,
1997). Essa rapidez de resposta observada nos leva a pensar que a MCYST-LR
injetada no peritdnio estimula também outras células da imunidade inata, além dos
macréfagos, que ja possuem citocinas estocadas para que possam ser liberadas
instantaneamente sob estimulos inflamatdrios repetidos, como neutréfilos, eosindfilos,
células T citotoxicas e mastocitos (GIBBS et al., 2001; ROT & VON ANDRIAN, 2004).

No parénquima pulmonar, foi evidente o recrutamento de células PMN, sendo
0 maior acumulo observado 8 horas apds a injecdo de MCYST-LR (Tabela 3). O
maior percentual de células MN observados no BALF n&o se repetiu no parénquima
pulmonar, sugerindo que estas células ndo se fixaram ao tecido pulmonar. Uma
possibilidade para esta discrepancia seria a maior dificuldade em diferenciar as
células mononucleares no tecido, subestimando sua quantificagao total.

Ja foi visto que a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) também
esta envolvida na fisiopatologia das lesbes hepaticas induzidas pela MCYST (DING
et al., 2001) e que, in vitro, os hepatocitos expostos a MCYST desenvolvem

apoptose (MCDERMOTT et al., 1998). Outros tipos celulares de humanos e ratos
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também apresentaram apoptose quando expostos a concentracbes elevadas de
MCYST-LR por periodo prolongado (MCDERMOTT et al., 1998). O pulmao também
pode ser danificado pelo processo inflamatorio, através da producédo de ROS pelas
células de defesa ativadas, como neutrofilos, mondcitos e macréfagos. Esse
fendbmeno explicaria o aumento do colapso alveolar nos camundongos injetados
com MCYST-LR, ja que pneumdcitos tipo Il danificados ndo produzem surfactante
em quantidades adequadas.

Modelos de lesado indireta ao pulmé&o, através da injecdo i.p. de LPS, veneno de
cobra e paraquat, por exemplo, sdo bastante conhecidos e largamente utilizados para
estudos de lesdo pulmonar aguda / Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo
(FAFFE et al., 2000; SILVEIRA et al., 2004; ROCCO et al., 2004). Esta &, portanto,
uma via de relevancia para o estudo dos efeitos indiretos da MCYST-LR no pulméao. A
administracdo da MCYST-LR via i.p. poderia mimetizar o que ocorre apos
administracdo intravenosa da toxina, sendo o0s resultados observados,
potencialmente, um reflexo do que ocorreria com o pulmdo em contato com a toxina
através da corrente sanguinea, como é o caso de exposi¢do em pacientes em
hemodialise. Apesar dos tratamentos de &agua recomendados para uso em
hemodialise se mostrarem potencialmente eficientes para remogcao dessa toxina,
como a osmose reversa, se 0s mesmos nao forem rigidamente empregados a
eficiéncia desta remocdo pode ficar comprometida. De fato, alguns relatos de
pacientes renais cronicos que tiveram contato com MCYST, sendo um deles seguido
de morte, sdo encontrados na literatura (JOCHIMSEN et al., 1998; POURIA et al.,
1998; CARMICHAEL et al.,, 2001; AZEVEDO et al., 2002; SOARES et al., 2006).
Portanto, um paciente renal crénico, exposto a MCYST, poderia vir a sofrer também

com efeitos pulmonares decorrentes desta toxina.
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Podemos concluir que uma dose sub-letal de MCYST-LR injetada via i.p. é
capaz de gerar uma resposta inflamatéria aguda no pulmdo de camundongos,
acompanhada de alteragcdes funcionais. A mecanica pulmonar in vivo demonstrou
alteragdes proporcionadas as modificagbes histopatologicas, caracterizadas por

influxo de células PMN no parénquima pulmonar, no BALF e no sangue.
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VIl — CONCLUSOES

A administracdo de uma dose sub-letal de MCYST-LR via i.p. foi capaz de gerar
alteracdes funcionais no pulmao, caracterizadas pelo aumento das propriedades

resistivas, elasticas e viscoelasticas e/ou inomogéneas pulmonares.

O processo inflamatério se instalou rapidamente apds a injegdo com MCYST-LR,
evidenciado pelo aumento do percentual de areas colapsadas e influxo de células

PMN no parénquima pulmonar.

O processo inflamatdrio gerado pela toxina cursou com mobilizagao de neutréfilos

para o sangue e BALF.

Como nao foi detectada a presenca de MCYST-LR livre no tecido pulmonar pelo
método de ELISA, acreditamos que esta toxina possa ter chegado aos pulmbdes
em sua forma conjugada, ou na sua forma livre em quantidades inferiores

aquelas detectaveis pelo ELISA.

Os efeitos observados na fungdo e histologia pulmonares sugerem um
mecanismo indireto de acdo da MCYST-LR no pulmé&o apés injecdo i.p.. No
entanto, uma potencial acdo direta da MCYST-LR conjugada, ou mesmo, de

pequenas quantidades de sua forma livre, ndo pode ser descartada.
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ANEXO I. Parametros da mecéanica pulmonar em cada animal dos grupos CTRL e
CIANO nos diferentes tempos.

CTRL

Fluxo Volume Est Edyn AE AP1 AP2 APtot
CTRL1 0,99 0,18 19,74 24,31 4,57 0,12 0,84 0,96
CTRL2 1,01 0,21 21,62 25,28 3,65 0,11 0,77 0,88
CTRL3 1,01 0,20 21,58 25,93 4,35 0,11 0,86 0,97
CTRL4 1,00 0,20 21,83 25,95 4,11 0,11 0,81 0,93
CTRL5 1,00 0,20 22,26 26,34 4,08 0,10 0,80 0,91
CTRL6 1,01 0,20 19,33 23,62 4,29 0,12 0,86 0,98
Média 1,00 0,20 21,06 25,24 4,18 0,11 0,82 0,94
DP 0,01 0,01 1,11 0,97 0,28 0,01 0,03 0,04
EPM 0,00 0,00 0,45 0,40 0,12 0,00 0,01 0,01
n 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
DP/Média 0,01 0,04 0,05 0,04 0,07 0,05 0,04 0,04
CIANO 2h

Fluxo Volume Est Edyn AE AP1 AP2 APtot
CIANO 2h 1 1,00 0,19 27,60 32,49 4,89 0,17 0,92 1,09
CIANO 2h 2 1,01 0,21 28,08 32,43 4,35 0,16 0,90 1,05
CIANO 2h 3 1,01 0,21 34,12 39,48 5,36 0,18 1,10 1,29
CIANO 2h 4 1,00 0,19 25,82 30,60 4,78 0,18 0,90 1,08
CIANO 2h 5 1,01 0,20 29,97 34,96 4,98 0,18 1,00 1,18
CIANO 2h 6 1,00 0,19 32,47 39,19 6,72 0,18 1,30 1,48
Média 1,00 0,20 29,68 34,86 5,18 0,18 1,02 1,19
DP 0,01 0,01 2,87 3,41 0,75 0,01 0,14 0,15
EPM 0,00 0,00 1,17 1,39 0,31 0,00 0,06 0,06
n 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
DP/Média 0,01 0,04 0,10 0,10 0,14 0,05 0,14 0,13
CIANO 8h

Fluxo Volume Est Edyn AE AP1 AP2 APtot
CIANO 8h 1 1,00 0,19 34,22 39,17 4,95 0,18 0,93 1,12
CIANO 8h 2 1,01 0,19 34,92 39,71 4,79 0,19 0,91 1,10
CIANO 8h 3 1,01 0,19 30,45 36,05 5,60 0,18 1,04 1,22
CIANO 8h 4 1,00 0,19 34,22 39,14 4,93 0,15 0,93 1,08
CIANO 8h 5 0,99 0,20 31,05 35,75 4,70 0,13 0,93 1,07
CIANO 8h 6 0,98 0,19 35,53 40,79 5,26 0,13 0,99 1,12
Média 1,00 0,19 33,40 38,43 5,04 0,16 0,96 1,12
DP 0,01 0,00 1,93 1,88 0,30 0,03 0,05 0,05
EPM 0,00 0,00 0,79 0,77 0,12 0,01 0,02 0,02
n 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00

DP/Média 0,01 0,02 0,06 0,05 0,06 0,16 0,05 0,04



CIANO 24h

CIANO 24h 1
CIANO 24h 2
CIANO 24h 3
CIANO 24h 4
CIANO 24h 5
CIANO 24h 6

Media

DP

EPM

n
DP/Média

CIANO 48h

CIANO 48h 1
CIANO 48h 2
CIANO 48h 3
CIANO 48h 4
CIANO 48h 5
CIANO 48h 6

Media

DP

EPM

n
DP/Média

CIANO 96h

CIANO 96h 1
CIANO 96h 2
CIANO 96h 3
CIANO 96h 4
CIANO 96h 5
CIANO 96h 6

Media

DP

EPM

n
DP/Média

Fluxo
1,02
1,01
1,01
1,00
1,00
1,01

1,01
0,01
0,00
6,00
0,01

Fluxo
1,06
1,01
1,02
1,00
1,00
1,00

1,01
0,02
0,01
6,00
0,02

Fluxo
1,01
1,00
1,00
1,00
1,00
0,99

1,00
0,01
0,00
6,00
0,01

Volume
0,19
0,20
0,20
0,20
0,20
0,20

0,20
0,00
0,00
6,00
0,01

Volume
0,21
0,20
0,20
0,21
0,21
0,19

0,20
0,01
0,00
6,00
0,03

Volume
0,22
0,20
0,20
0,18
0,20
0,20

0,20
0,01
0,00
6,00
0,05

Est
32,61
32,01
32,79
29,88
29,44
32,20

31,49
1,32
0,54
6,00
0,04

Est
31,51
42,97
31,37
26,14
34,26
26,19

32,07
5,69
2,32
6,00
0,18

Est
33,85
29,10
28,19
26,77
25,86
24,10

27,98
3,08
1,26
6,00
0,11

Edyn
37,43
37,08
38,07
35,69
34,41
37,08

36,62
1,22
0,50
6,00
0,03

Edyn
36,10
49,76
37,02
30,52
39,27
32,74

37,57
6,15
2,51
6,00
0,16

Edyn
38,89
33,66
32,59
34,02
31,41
31,14

33,62
2,58
1,05
6,00
0,08

AE
4,82
5,07
5,28
5,81
4,97
4,88

5,14
0,33
0,14
6,00
0,07

AE
4,59
6,79
5,65
4,38
5,01
6,56

5,50
0,92
0,38
6,00
0,17

AE
5,04
4,56
4,40
7,25
5,55
7,04

5,64
1,13
0,46
6,00
0,20

AP1
0,17
0,18
0,18
0,19
0,18
0,14

0,17
0,02
0,01
6,00
0,10

AP1
0,16
0,21
0,27
0,14
0,17
0,15

0,19
0,04
0,02
6,00
0,24

AP1
0,22
0,15
0,16
0,19
0,18
0,15

0,18
0,02
0,01
6,00
0,14

AP2
0,93
1,00
1,04
1,17
0,98
0,98

1,02
0,08
0,03
6,00
0,07

AP2
0,95
1,35
1,15
0,91
1,03
1,25

1,11
0,16
0,06
6,00
0,14

AP2
1,09
0,90
0,89
1,32
1,11
1,38

1,12
0,18
0,08
6,00
0,17

APtot
1,10
1,18
1,22
1,36
1,15
1,11

1,19
0,09
0,04
6,00
0,07

APtot
1,11
1,56
1,42
1,05
1,20
1,40

1,29
0,18
0,07
6,00
0,14

APtot
1,31
1,06
1,05
1,51
1,30
1,53

1,29
0,19
0,08
6,00
0,15

95



ANEXO II: Percentual de areas normais, hiperinsufladas e colapsadas em cada
animal dos grupos CTRL e CIANO nos diferentes tempos.

CTRL

%NORM. %HIPER. %COLAP.
CTRL1 91,63 0,00 8,37
CTRL2 94,95 0,00 5,05
CTRL3 95,42 0,00 4,58
CTRL4 95,69 0,00 4,31
CTRLS5 98,14 0,00 1,86
CTRL6 92,52 0,00 7,48
Media 94,73 0,00 5,27
DP 2,14 0,00 2,14
EPM 0,87 0,00 0,87
n 6 6 6
DP/Média 2,26% 0,00% 40,62%
CIANO 2h

%NORM. %HIPER. %COLAP.
CIANO 2h 1 80,11 0,00 19,89
CIANO 2h 2 78,81 0,00 21,19
CIANO 2h 3 70,98 0,40 28,62
CIANO 2h 4 81,47 0,00 18,53
CIANO 2h 5 70,60 0,00 29,40
CIANO 2h 6 75,73 0,50 23,77
Media 76,28 0,15 23,57
DP 4,26 0,21 4,17
EPM 1,74 0,09 1,70
n 6 6 6
DP/Média 558% 142,72%  17,69%
CIANO 8h

%NORM. %HIPER. %COLAP.
CIANO 8h 1 66,00 2,46 31,54
CIANO 8h 2 74,01 0,00 25,99
CIANO 8h 3 73,77 0,00 26,23
CIANO 8h 4 65,15 1,00 33,85
CIANO 8h 5 72,50 0,00 27,50
CIANO 8h 6 70,52 0,41 29,07
Media 70,32 0,65 29,03
DP 3,55 0,89 2,86
EPM 1,45 0,36 1,17
n 6 6 6

DP/Média 5,05%  137,66% 9,84%
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CIANO 24h

CIANO 24h 1
CIANO 24h 2
CIANO 24h 3
CIANO 24h 4
CIANO 24h 5
CIANO 24h 6

Media

DP

EPM

n
DP/Média

CIANO 48h

CIANO 48h 1
CIANO 48h 2
CIANO 48h 3
CIANO 48h 4
CIANO 48h 5
CIANO 48h 6

Media

DP

EPM

n
DP/Média

CIANO 96h

CIANO 96h 1
CIANO 96h2
CIANO 96h 3
CIANO 96h 4
CIANO 96h 5
CIANO 96h 6

Media

DP

EPM

n
DP/Média

%NORM.
65,99
71,10
81,72
82,75
74,75
76,71

75,50
5,82
2,38

6

7,71%

%NORM.
84,72
72,70
81,52
78,96
80,88
71,47

78,38
4,77
1,95

6

6,09%

%NORM.
81,67
77,66
84,79
81,53
77,39
85,93

81,49
3,22
1,31

6

3,95%

%HIPER.
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
6
0,00%

%HIPER.
0,48
0,00
1,12
0,00
1,05
0,00

0,44
0,49
0,20

6

110,17%

%HIPER.
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
6
0,00%

%COLAP.
34,01
28,90
18,28
17,25
25,25
23,29

24,50
5,82
2,38

6
23,75%

%COLAP.
14,80
27,30
17,36
21,04
18,08
28,53

21,18
5,11
2,08

6
2411%

%COLAP.
18,33
22,34
15,21
18,47
22,61
14,07

18,51
3,22
1,31

6
17,39%
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ANEXO llI: Celularidade total e diferencial em cada animal dos grupos CTRL e
CIANO nos diferentes tempos.

CTRL

PMN MN TECIDO %PMN %MN  TOTAL%
CTRL1 4,29 9,00 28,14 10,51 21,62 32,13
CTRL2 6,17 8,33 27,50 15,08 19,90 34,97
CTRL3 5,83 8,00 30,00 13,34 18,23 31,57
CTRL4 4,13 10,00 33,88 8,61 20,86 29,47
CTRL5 2,78 8,11 25,78 7,48 22,10 29,58
CTRL6 1,80 5,60 28,90 4,82 15,31 20,13
Média 4,16 8,17 29,03 9,97 19,67 29,64
DP 1,55 1,34 2,52 3,47 2,32 4,63
EPM 0,63 0,55 1,03 1,42 0,95 1,89
n 6 6 6 6 6 6
DP/Média 37,10% 16,34% 8,68% 34,80% 11,78%  15,63%
CIANO 2h

PMN MN TECIDO %PMN %MN  TOTAL%
CIANO 2h 1 23,25 7,63 29,25 38,65 12,78 51,43
CIANO 2h 2 18,50 4,00 32,88 33,51 7,17 40,68
CIANO 2h 3 16,88 4,00 34,75 30,43 7,26 37,69
CIANO 2h 4 11,60 3,40 29,20 26,10 7,62 33,72
CIANO 2h 5 11,10 5,20 33,10 22,52 10,45 32,97
CIANO 2h 6 11,70 5,00 35,80 22,11 9,57 31,67

Média 15,50 4,87 32,50 28,89 9,14 38,03
DP 4,47 1,38 2,51 5,96 2,04 6,72
EPM 1,83 0,56 1,03 2,43 0,83 2,74
n 6 6 6 6 6 6
DP/Média 28,84% 28,29%  7,73%  20,64% 22,29%  17,68%
CIANO 8h

PMN MN TECIDO  %PMN %MN  TOTAL%
CIANO 8h 1 15,56 8,67 31,89 27,65 15,50 43,16
CIANO 8h 2 14,86 5,29 28,29 30,94 10,87 41,82

CIANO 8h 3 15,83 3,50 32,67 30,56 6,77 37,34
CIANO 8h 4 17,60 7,60 30,60 31,74 13,69 45,43
CIANO 8h 5 15,67 5,11 33,44 28,91 9,46 38,37
CIANO 8h 6 13,11 4,11 36,22 24,40 7,60 32,00
Média 15,44 5,71 32,18 29,04 10,65 39,69
DP 1,33 1,84 2,45 2,47 3,13 4,39
EPM 0,54 0,75 1,00 1,01 1,28 1,79
n 6 6 6 6 6 6

DP/Média 8,63% 32,19% 7,60% 851% 29,34% 11,07%



CIANO 24h

CIANO 24h 1
CIANO 24h 2
CIANO 24h 3
CIANO 24h 4
CIANO 24h 5
CIANO 24h 6

Media

DP

EPM

n
DP/Média

CIANO 48h

CIANO 48h 1
CIANO 48h 2
CIANO 48h 3
CIANO 48h 4
CIANO 48h 5
CIANO 48h 6

Media

DP

EPM

n
DP/Média

CIANO 96h

CIANO 96h 1
CIANO 96h2
CIANO 96h 3
CIANO 96h 4
CIANO 96h 5
CIANO 96h 6

Media

DP

EPM

n
DP/Média

PMN
17,43
12,88
13,44
20,83
11,13
6,50

13,70
4,55
1,86

6
33,18%

PMN
14,89
14,63
13,88
14,67
13,38
13,89

14,22
0,54
0,22

3,80%

PMN
8,86

9,00

13,75
14,00
16,33
12,67

12,43
2,71
1,11

6
21,79%

MN
5,57
4,50
8,11
4,67
7,63
8,13

6,43
1,57
0,64
6
24,33%

MN
10,22
6,13
6,38
7,33
6,63
7,44

7,35
1,37
0,56
6
18,61%

MN
6,00
3,83
7,50
7,00
9,00
5,50

6,47
1,63
0,66
6
25,12%

TECIDO
28,29
37,88
38,89
32,83
35,75
26,88

33,42
4,56
1,86

6
13,64%

TECIDO
35,33
31,75
35,25
32,22
32,63
36,11

33,88
1,72
0,70

6

5,09%

TECIDO
34,71
39,17
37,25
36,83
37,67
37,17

37,13
1,32
0,54

6

3,54%

%PMN
34,06
23,30
22,30
35,47
20,24
15,79

25,19
7,18
2,93

6
28,49%

%PMN
24,76
27,98
25,36
27,14
25,33
24,12

25,78
1,35
0,55

6

5,22%

%PMN
17,93
17,44
23,69
24,29
26,35
22,87

22,09
3,29
1,34

6
14,91%

%MN
10,84
8,11
13,54
8,01
14,07
19,65

12,35
3,98
1,63

6
32,26%

%MN
16,95
11,64
11,67
13,49
12,57
13,07

13,21
1,81
0,74

6
13,70%

%MN
12,03
7,36
12,90
12,00
14,12
9,97

11,40
2,19
0,89

6
19,22%

TOTAL%
44,90
31,41
35,84
43,48
34,30
35,34

37,55
4,92
2,01

6
13,11%

TOTAL%
41,71
39,62
36,93
40,63
37,89
37,19

38,99
1,79
0,73

6
4,58%

TOTAL%
29,97
24,80
36,59
36,29
40,47
32,84

33,49
5,08
2,07

6
15,15%
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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