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RESUMO

EVOLUCAO TEMPORAL DA FUNCAO PULMONAR DE CAMUNDONGOS
EXPOSTOS A CILINDROSPERMOPSINA

Vinicius Rosa de Oliveira

Orientadora: Débora Souza Faffe

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

Introdugdo: Cilindrospermopsina (CYN), toxina de agao citotoxica, € produzida por
cianobactérias que crescentemente desenvolvem floragbes nos reservatorios de
agua brasileiros. O objetivo deste estudo foi verificar temporalmente alteragbes
pulmonares induzidas por cilindrospermopsina.

Métodos: Camundongos BALB/c receberam injecao intratraqueal de salina (50 pL,
grupo SAL, n=12) ou dose subletal (70 pg/kg) de extrato semi-purificado de CYN
(grupos CYN, n=52). A mecanica pulmonar [elastancia estatica (Est), componente
viscoelastico da elastancia (AE) e pressodes resistiva (AP1), viscoelastica (AP2) e
total (APtot)] foi determinada 2, 8, 24, 48 e 96 h apds a instilagdo. Os pulmdes foram
preparados para analise histolégica (H-E) e bioquimica (homogenato pulmonar), e a
presenca de CYN foi determinada no pulmao e figado por ELISA.

Resultados: Houve aumento significativo de Est, AE e AP2 apds 24 e 48 h de
exposi¢cao a CYN. O colapso alveolar aumentou nos grupos CYN a partir de 8 h em
relacdo ao grupo SAL. Observamos aumento significativo de influxo de
polimorfonucleares no parénquima pulmonar e aumento da atividade de MPO nos
grupos CYN24, 48 e 96 em relagdo a SAL. A exposicao a CYN induziu estresse e
dano oxidativos, caracterizados por aumento de peroxidacéo lipidica (TBA) e da
atividade de superoxido dismutase, e redugao da atividade de catalase nos grupos
CYN em relacdo a SAL. Presenca de CYN foi detectada no pulméo e no figado, em
todos os tempos analisados.

Concluséo: A cilindrospermopsina provocou aumento dos componentes elasticos e
viscoelasticos da mecéanica pulmonar, precedidos por inflamagdao e estresse
oxidativo do parénquima pulmonar.

Palavras-chave: cianobactérias, cilindrospermopsina, mecanica pulmonair,
inflamacao pulmonar, estresse oxidativo.

Rio de Janeiro
Julho de 2010



ABSTRACT

TEMPORAL EVOLUTION OF MICE LUNG FUNCTION AFTER EXPOSURE TO
CYLINDROSPERMOPSIN

Vinicius Rosa de Oliveira

Orientadora: Débora Souza Faffe

Abstract da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacédo em
Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia), do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obteng¢ao do grau de Mestre em Ciéncias.

Introduction: Cylindrospermopsin, toxin of cytotoxic action, is produced by
cyanobacteria witch develop increasing blooms at Brazilian water reservoirs. The aim
of this study was to verify CYN-induced pulmonary changes along time.

Methods: BALB/c mice received intratracheal injection of either saline (50 uL, SAL
group, n=12) or a sublethal dose (70 pg/kg) of semi-purified extract of CYN (CYN
groups, n=52). Lung mechanics pulmonary [static elastance (Est) and viscoelastic
component of elastance (AE), resistive (AP1), viscoelastic (AP2), and total (APtot)
pressures] were determined 2, 8, 24, 48, and 96 hours after CYN instillation. Lungs
were prepared for histological (H-E) and biochemical (lung homogenate) analysis.
CYN presence in lungs and liver was determined by ELISA.

Results: There was a significant increase in Est, AE, and AP2 at 24 and 48 h after
CYN exposure. Alveolar collapse increased in CYN groups after 8 h in relation to
SAL group. CYN24, CYN48 and CYN96 showed significant increase in
polymorphonuclear influx in lung parenchyma, as well as higher MPO activity
compared with SAL. CYN exposure induced oxidative stress and damage,
characterized by increase in lipid peroxidation (TBA) and superoxide dismutase
activity, and reduction in catalase activity in CYN groups compared with SAL. CYN
was detected in the lungs and liver, at all studied time points.

Conclusion: Cylindrospermopsin exposure yielded increased elastic and viscoelastic
components of lung mechanics, which were preceded by lung parenchyma
inflammation and oxidative stress.

Key-words: cyanobacteria, cylindrospermopsin, lung mechanics, pulmonary

inflammation, oxidative stress.

Rio de Janeiro
Julho de 2010
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1 INTRODUGAO
1.1 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias, também conhecidas como cianoficeas ou algas-azuis, sao
microrganismos procariontes e fotossintetizantes com organizagdo bioquimica e
celular bastante semelhante as bactérias. Possuem larga variabilidade morfolégica e
geralmente suas células sdo envolvidas por uma camada mucilaginosa, que
aumenta a possibilidade de sobrevivéncia, mesmo em condigbes ambientais
adversas (LEAL & SOARES, 2004; FUNARI & TESTAI, 2008). Acredita-se que
tenham sido os primeiros produtores primarios de matéria organica a liberarem
oxigénio elementar na atmosfera, tendo sua origem datada em 3,5 bilhdes de anos.
Possuem ampla distribuicdo geografica devido a grande diversidade genotipica e
fenotipica que apresentam (AZEVEDO, 1998; LEAL & SOARES, 2004).

Os habitats com maior ocorréncia de cianobactérias s&o os ecossistemas de
agua doce, naturais ou artificiais, mares e aguas salobras (HUMM & WICKS, 1980;
CODD et al., 2005; ANDRINOLO et al., 2008). No entanto, tais organismos também
habitam ambientes de condi¢cdes extremas como fontes termais, regides geladas ou
até mesmo regides desérticas, e podem se apresentar em relagdes simbidticas com
fungos. Sob condi¢cbes favoraveis para o crescimento, tais como alta temperatura,
alta intensidade de luz e abundancia de nutrientes, como nitrogénio e fésforo, pode
ocorrer o fendbmeno conhecido como floragao (YOO et al., 1995; FUNARI & TESTAI,
2008). Neste contexto, floragédo significa o intenso crescimento de cianobactérias,
com dominancia de uma ou poucas espécies destes microrganismos em
determinado ambiente, podendo apresentar-se como camadas espessas de células

na superficie da agua (Figura 1).



Figura 1. Floracdo téxica de cianobactéria. Fofo A: Lagoa de Jacarepagud, 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, Califérnia, 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-
15153377¢.html).

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. Ha relatos preé-histéricos de mortalidade de animais atribuidas a
intoxicagao por cianobactérias, como a floragao de Planktothrix no Rio Nilo, descrita
no Antigo Testamento da Biblia. A partir destes achados, conclui-se que tais
floragdes ja ocorrem ha tempos (STEWART et al., 2008).

Algumas espécies de cianobactérias sdo potencialmente produtoras de
toxinas, as chamadas de cianotoxinas (DAWSON, 1998; FUNARI & TESTAI, 2008).
O primeiro relato de intoxicagcdo e morte de animais relacionados a cianobactéria foi
publicado em 1878, por George Francis na revista Nature (apud LEAL & SOARES,
2004; STEWART et al., 2008), no qual a floragdo de Nodularia spumigena e o

consumo acidental da agua por ovelhas, cavalos, cachorros e porcos, resultou em


http://dwb.sacbee.com/content/news/science/story/%2014297374p-15153377c.html
http://dwb.sacbee.com/content/news/science/story/%2014297374p-15153377c.html

morte dos mesmos em até 24 horas apds a exposi¢cdo. Desde entdo, floracdes
toxicas foram descritas em varios paises, incluindo o Brasil (YOO et al., 1995;
STEWART et al., 2008).

No Brasil, a intensa eutrofizacdo dos ecossistemas aquaticos continentais tem
favorecido a proliferagdo 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
liberacdo dessas toxinas na agua representa um risco relevante para a saude
publica.

As toxinas produzidas pelas cianobactérias sdo endotoxinas principalmente
liberadas quando ha o rompimento celular. Por este motivo, a tentativa de controlar
as floragdes com o uso de algicidas agrava o problema, uma vez que provoca a lise
desses organismos, liberando as toxinas para a agua. Uma das caracteristicas
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 nado produtoras de toxinas. Os principais grupos de cianotoxinas
sdo as dermatotoxinas, citotoxinas, neurotoxinas e hepatotoxinas, sendo as duas
ultimas as mais frequentemente encontradas em corpos d'agua (CARMICHAEL,
1997; FUNARI & TESTAI, 2008).

As principais vias de exposi¢ao as cianotoxinas sao: dérmica e oral, pelo uso
recreativo da agua e o consumo de agua, peixes, alimentos e suplementos a base
de microalgas. Porém, outras vias devem ser consideradas, como a inalatoria e, no
caso de hemodialise, a via endovenosa (FITZGEORGE et al., 1994; RESSOM et al.,

1994; LEAL & SOARES, 2004; FUNARI & TESTAI, 2008; ANDRINOLO et al., 2008).



Atividades aquaticas, tais como, nado, mergulho e esqui aquatico envolvem um alto
risco de exposigao, por via inalatéria, quando realizadas em corpos d’agua contendo
mais de 15.000 - 20.000 células de cianobactérias toxicas/mL (RESSOM et al.,
1994).

A intoxicagao causada por hepatotoxinas representa o tipo mais comum de
injuria causada por cianobactérias. Os sinais observados apds ingestdo dessas
toxinas incluem prostragdo, anorexia, vomitos, diarréia, gastroenterite, febre, dores
de garganta, cabeca, musculares, articulares e abdominais, vertigem, irritacdes de
pele e da mucosa ocular, tosse seca e pneumonia atipica (CARMICHAEL &
SCHWARTZ, 1984; BEASLEY et al., 1989; CARMICHAEL et al., 2001; AZEVEDO et
al., 2002; CODD et al., 2005).

Ha alguns relatos, de diferentes regidées do mundo, sobre intoxicacdo humana
devido a ingestdo de cianobactérias toxicas (BILLINGS et al., 1981; FALCONER,
1989; CODD et al., 2005; FUNARI & TESTAI, 2008). Teixeira e colaboradores
(1993) descreveram a ocorréncia de floracées de cianobactérias no reservatério de
Itaparica (Bahia), com a intoxicagdo de 2000 pessoas pelo consumo de agua do
reservatorio, em um periodo de 42 dias no ano de 1988. Carmichael e colaboradores
(2001) relataram um surto de insuficiéncia hepatica aguda ocorrido em pacientes de
uma clinica de didlise de Caruaru (Pernambuco), culminando com a morte de 76,

dos 131 pacientes no ano de 1996.



1.2 CILINDROSPERMOPSINA

A cilindrospermopsina (CYN) é uma toxina produzida por diferentes espécies
de cianobactérias, tais como Umezakia natans (HARADA et al., 1994),
Aphanizomenon ovalisporum (BANKER et al., 1997), Raphidiopsis curvata (LI et al.,
2001) e, principalmente, Cylindrospermopsis raciborskii (HAWKINS et al., 1985;
OHTANI et al., 1992). A Cylindrospermopsis raciborskii, originalmente descrita como
prevalente em regides tropicais, tem apresentado floragbes também em ambientes
temperados, com presenga crescente em reservatorios de agua brasileiros (TUCCI
& SANT'ANNA, 2003). Sua alta capacidade de formar floragbes e produzir toxinas
faz desta espécie uma das cianobactérias mais estudadas. Quando toxicas, podem
produzir dois tipos de toxinas: as saxitoxinas, um grupo de potentes toxinas
paralisantes com agdo no sistema nervoso (“paralytic shellfish poisoning”); e a
cilindrospermopsina, um alcaléide com acumulo primariamente hepatico, capaz de
induzir necrose hepatocelular. No entanto, graus variados de lesdo em outros
orgaos, como rins, glandulas adrenais, timo, coragao, pulmdes e intestinos, também
sdo descritos apds exposigdao a CYN (HAWKINS et al., 1985; STUCKEN et al.,

2009).

Estudos direcionados a bioacumulacido da CYN tém sido realizados por
grupos de pesquisadores do mundo inteiro. Evidéncias sugerem que a CYN pode se
acumular nos componentes da cadeia alimentar dos corpos d'agua, geralmente, em
algumas espécies de invertebrados, como lagostas, mariscos e moluscos (SAKER &
EAGLESHAM, 1999; SAKER et al., 2004; WHITE et al., 2006). Isto torna-se
preocupante, visto que estes organismos aquaticos sdo consumidos pela populagao

humana.



1.2.1 Estrutura quimica

A estrutura quimica da CYN foi elucidada por Ohtani e colaboradores (1992)
e consiste de um alcaldide ftriciclico guanidinico combinado com uma
hidroximetiluracila (Figura 2), cuja formula molecular € C1sH21NsO7S. Trata-se de um
composto quimico que possui cargas elétricas positivas e negativas, portanto, com
caracteristica polar e consequente alta solubilidade em agua e baixa solubilidade na
maioria dos solventes organicos (OHTANI et al., 1992). Além disso, é quimicamente
estavel a radiagao solar, altas temperaturas e grandes variagdes de pH (CHISWELL

et al., 1999).
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Figura 2. Estrutura quimica da cilindrospermopsina.

O composto 7-deoxiCYN, um analogo da CYN, no qual o radical hidroxila foi
removido do atomo de carbono C;, foi isolado da Cylindrospermopsis raciborskKii
(NORRIS et al., 1999) e Raphidiopsis curvata (LI et al., 2001), mostrando-se nao-
toxico em camundongos, sugerindo que a presenga da hidroxila na ponte de uracila

seja critica para a hepatotoxicidade da CYN.

Outra variavel estrutural, a 7-epiCYN, isolada da Aphanizomenon
ovalisporum, mostrou toxicidade equivalente a CYN em camundongos (BANKER et

al., 2001). Nesta variavel, a hidroxila de C; assume orientagdo oposta a da molécula



de CYN. Esta observacado também confirma a essencialidade do anel pirimidinico de

uracila para a toxicidade.

1.2.2 O Mistério de Palm Island

Um dos casos mais graves de contaminagdo humana por toxinas de
cianobactérias ocorreu em Palm Island, Queensland, Australia, em novembro de
1979 (BYTH, 1980; GRIFFITHS & SAKER, 2003). Nesta data, houve um surto de
gastroenterite em 148 habitantes da comunidade aborigene, sendo 138 criancas e
10 adultos. A maioria dos casos deste surto, chamado “O Mistério de Palm Island”
necessitou de hospitalizacdo, e os pacientes apresentaram sintomas como febre,
cefaléia, vOmitos, diarréia sanguinolenta, hepatomegalia, desidratagdo, perda de

eletrdlitos e insuficiéncia renal.

Alguns dias antes do surto, o principal reservatorio de agua da ilha foi tratado
com doses nao relatadas de sulfato de cobre para controlar a intensa floracdo de
microalgas. Um estudo epidemiolégico posterior ao incidente confirmou a relagao
com o fornecimento de &agua, ja que apenas os domicilios abastecidos pelo
reservatorio foram atingidos pela doenga (BOURKE et al., 1983). O papel do sulfato
de cobre no incidente foi relacionado ao seu modo de agéo algicida, levando a lise
celular, acarretando a liberagdo de CYN e outras moléculas téxicas na agua

(GRIFFITHS & SAKER, 2003).

Um estudo ecoldgico do reservatério compreendendo o periodo de 1981-1984
(HAWKINS, 1986) mostrou que o corpo d'agua sofria periddicas floragbes de
cianobactérias, cujos componentes mais frequentes eram duas variedades de

Anabaena circinalis e uma outra, até entdo ndo conhecida nos reservatorios



australianos, a Cylindrospermopsis raciborskii. Estudos toxicoldgicos, isolando
culturas destas cianobactérias, revelaram que as duas cepas de Anabaena nao
apresentavam toxicidade quando injetadas intraperitonealmente em camundongos,
porém a espécie C. raciborskii mostrou-se altamente toxica, causando danos ao
figado, rins e outros 6rgaos (HAWKINS et al., 1985). Este constituiu o primeiro caso
bem documentado de contaminagdo ocorrida pela toxina desta espécie de
cianobactéria, que tardiamente foi identificada e quimicamente caracterizada como a

potente citototoxina cilindrospermopsina (CYN) (OHTANI et al., 1992).

Desde os relatos dos estudos acima mencionados, muito tem sido descrito
sobre essa toxina, incluindo que cepas diferentes da mesma espécie podem variar
bastante os seus niveis de toxicidade, e especial cuidado tem sido tomado quanto

ao monitoramento da qualidade da agua utilizada para o abastecimento publico.

1.2.3 Consideragodes toxicolégicas

A analise da estrutura molecular da CYN levou Moore e colaboradores (1993)
a sugerirem que sua biossintese pode ocorrer a partir de uma molécula precursora
composta de aminoacidos, como a glicociamina ou a 4-guanidino-3-acido oxibutirico.
Analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) da CYN produzida por culturas
de Cylindrospermopsis raciborskii, supridas com acetato de sdédio marcado com
carbono radioativo, mostraram que esta molécula possui origem policetidea derivada
de cinco unidades contiguas de acetato aderidas cranio-caudalmente aos atomos de

Csa Cy3 (BURGOYNE et al., 2000).

O principal efeito metabdlico exercido pela CYN é a inibigéo irreversivel da

sintese protéica, que ocorre na fase de tradugdo. Terao e colaboradores (1994), em
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seus estudos com camundongos tratados com CYN purificada (0,2 mg/kg de peso
corporeo) e administrada intraperitonealmente (i.p.), observaram a hepatotoxicidade
da CYN em quatro fases: 1) desprendimento dos ribossomos da superficie do
reticulo endoplasmatico rugoso e acumulo no citoplasma dos hepatdcitos; 2)
reducdo consideravel dos niveis enzimaticos de citocromo P450 (CYP450),
geralmente apds 24 horas decorridas da administragdo de CYN; 3) acumulo de
goticulas de gordura na porgédo central dos I6bulos hepaticos; 4) necrose hepatica

grave.

A DLs, da CYN indica uma toxicidade que varia temporalmente de acordo com
a dose i.p. em camundongos: 2,0 mg/kg de peso corporeo, em 24 horas e 0,2 mg/kg
de peso corpéreo em 5-6 dias (OHTANI et al., 1992). E provavel que a toxicidade
precoce deva-se a ativacao dependente da CYP450, enquanto que a toxicidade
tardia resulte da inibicdo da sintese protéica ou a combinagdo dos dois efeitos

(FROSCIO et al., 2008).

A implicagéo do sistema enzimatico citocromo P450 na toxicidade da CYN foi
sugerida por Shaw e colaboradores (2000), que observaram que o efeito tdxico
primario da CYN é exercido na regido periacinar do figado, onde ocorre o
metabolismo xenobiético envolvendo a CYP450. E provavel que um metabdlito
derivado da CYN, formado a partir de uma reacao catalisada pela CYP450, seja
responsavel por aumentar sua toxicidade. Runnegar e colaboradores (1995)
observaram que o pré-tratamento dos hepatdcitos com a-naftoflavona, um
bloqueador conhecido da CYP450, fornece protecédo parcial contra a toxicidade in
vitro da CYN. O mesmo grupo também observou que a CYN causa a reducao da

concentracao de glutationa (GSH) em culturas de hepatdcitos de ratos, sendo mais
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provavelmente devido a inibicdo da sintese de GSH do que o seu consumo

(RUNNEGAR et al., 1994).

A estrutura nucleotidica da CYN e a presenga de grupos guanidinos e sulfatos
potencialmente reativos sugerem que a toxina possa exercer efeito no DNA ou RNA
(REISNER et al., 2004). A ligagao covalente da CYN, ou de seus metabdlitos, com o
DNA pode ser capaz de quebrar os filamentos de DNA (SHAW et al., 2000; SHEN et
al.,, 2002). Algumas anormalidades citogenéticas foram observadas também em
células linfoblastéides humanas expostas a CYN (HUMPAGE et al., 2000). Os
efeitos cromossomais observados in vitro sugeriram que a CYN pode causar danos
a funcao do centrdmero, embora os mecanismos envolvidos ndo tenham sido ainda

determinados (HUMPAGE et al., 2005; HUMPAGE, 2007).

Rogers e colaboradores (2007) relataram que a CYN é capaz de induzir
toxicidade fetal em camundongos, caracterizada por baixo peso fetal, hepatomegalia
e hemorragia intestinal, apds exposic¢ao tardia na gestagdo. A contaminagdo aguda
por CYN resulta em acumulagdo lipidica no figado, seguida de necrose
hepatocelular (TERAO et al., 1994; SEAWRIGHT et al., 1999). Os efeitos nao
hepaticos incluem destruicdo dos tubulos proximais dos rins, reducdo do fluxo
sanguineo glomerular, bem como efeitos citotoxicos e trombdticos em outros tecidos
(FALCONER et al., 1999; HUMPAGE & FALCONER, 2003; PEGRAM et al., 2007).
Norris e colaboradores (2001) observaram que injegao intraperitoneal de CYN
radioativa leva a distribuicdo predominantemente hepatica e, em menor grau, a uma
distribuicdo renal da toxina. Ha evidéncias sugerindo a formagédo de metabdlitos,
porém estes ainda n&o foram caracterizados. Ja foi descrito que a exposig¢ao oral

subcrénica resulta principalmente em efeitos hepaticos e renais. Apesar de o figado
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ser o 6rgao de detoxificagdo e de acumulo de CYN, os rins sdo particularmente

sensiveis a acao dessa cianotoxina (HUMPAGE & FALCONER, 2003).

Além dos efeitos hepaticos e renais, alguns relatos da literatura mostram que
os pulmdes também podem ser afetados apds exposicdo a CYN. Hawkins e
colaboradores (1985) reportaram que camundongos injetados com dose letal (i.p.)
de CYN evoluiram para obito 6 a 9 horas apds exposicdo, apresentando sinais de
congestdo e hemorragia pulmonares. A analise histopatolégica do figado mostrou
formacéo de trombos de fibrina na veia porta, com material embdlico em pequenas
artérias e capilares pulmonares, semelhante ao observado nas veias hepaticas.
Bernard e colaboradores (2003), utilizando dose letal de extrato liofilizado de
Cylindrospermopsis raciborskii via i.p. em camundongos, observaram hemorragia
intra-alveolar, sem evidéncia de fagocitose dos eritrécitos por macrofagos

alveolares.

A maioria dos estudos na literatura avalia o efeito de doses letais de
cianotoxinas, com a finalidade de melhor entender os mecanismos que levam ao
obito em eventos acidentais isolados (CARMICHAEL et al., 2001). A contaminagao
cronica de reservatorios de agua leva a exposicdo continuada da populagdo a
pequenas doses de cianotoxinas, tornando-se esse fenbmeno, uma preocupacéao de
saude publica. Uma vez que a Cylindrospermopsis raciborskii vem formando
floragbes cada vez mais frequentes em reservatérios brasileiros, isto demonstra sua
alta capacidade de adaptacdo e vantagem competitiva (PADISAK, 1997; PALMER,
1969; BRANCO & SENNA, 1991; SANT'ANNA & AZEVEDO, 2000; BOUVY et al.,
2000). Portanto, esta cianotoxina e seus efeitos subletais em mamiferos foram

escolhidos como objeto de estudo desta dissertacéo.
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1.3 NOCOES BASICAS DE MECANICA RESPIRATORIA

A respiragao constitui um processo ciclico que envolve um trabalho mecanico
por parte dos musculos respiratorios para a movimentagcao do sistema respiratorio.
O sistema respiratério € formado por dois componentes: o pulmdo e a parede
toracica. Como parede toracica subentende-se todas as estruturas que se movem
durante o ciclo respiratorio a excegao dos pulmdes. A pressao motriz, gerada pela
contracdo muscular durante a inspiragdo, precisa vencer forcas de oposicao, tais
como: a) forgas elasticas dos tecidos pulmonares e parede toracica; b) forgas
resistivas resultantes do fluxo de gas pelas vias aéreas e movimentagdo 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) forgcas
gravitacionais, incluidas nas forgas elasticas (MILIC-EMILI, 1977); g) forgas de
distorcdo da parede toracica. Contudo, durante a respiracdo basal, as forgas
inerciais e de distor¢do da parede sdo consideradas despreziveis (RODARTE &
REHDER, 1986).

A elasticidade é uma propriedade da matéria que permite ao corpo retornar a
sua forma original apds 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) é diretamente proporcional a forgca (ou

pressao) aplicada até que seu limite elastico seja atingido.
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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-presséo, ou a
relagdo entre a variagdo de volume gasoso mobilizado (AV) e a pressdo motriz
necessaria para manter o sistema respiratério insuflado, € conhecida como
complacéncia do sistema respiratério (Crs). Logo, Crs = AV/Pel,rs, onde Pel,RS
corresponde a pressao de retracio elastica do sistema respiratoério.

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
pulmdo ndo depende do simples alongamento das fibras de tecido conjuntivo, mas
principalmente de seu arranjo geométrico. O segundo fator que participa das forgas
elasticas é a tensdo superficial na interface ar-liquido que recobre a zona de troca
gasosa.

Durante a movimentagao do sistema respiratorio, quando ocorre fluxo de gas,
um elemento adicional ao elastico precisa ser vencido pela pressdao motriz: a
resisténcia. A resisténcia do sistema respiratério (Rrs) pode ser calculada dividindo-
se a presséao 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
pulmdes, e a resisténcia tecidual (Rtis), que € 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
traqueobrénquica, pelo volume pulmonar, pela complacéncia das vias aéreas, pela

densidade e viscosidade do gas inspirado e pela musculatura lisa dos brénquios. A



15

resisténcia tecidual depende da velocidade do deslocamento, o que é importante
tanto durante a inspiracdo quanto na expiragao.

Além dos componentes elasticos e resistivos, o sistema respiratorio 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
deformacdo constante, apresentam uma queda de tensdo, chamada de “sfress
relaxation”, ou relaxamento de tensdo. Por outro lado, sob uma tensao constante, o
corpo tende a se deformar continuamente com o decorrer do tempo, fendmeno
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 permanega em condi¢cbes 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 intercambio de energia (pressdo) entre o componente elastico e o
resistivo. Por exemplo, durante uma pausa inspiratoria, a energia potencial (pressao)
acumulada no componente elastico pode ser dissipada na forma de calor pelo

componente resistivo.
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1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

1.4.1 Nogdes Basicas

A bioquimica celular do oxigénio (O;) é reconhecida pelos seus pontos
positivos e negativos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990). Os aspectos positivos
incluem numerosas reacgdes catalisadas, essenciais para a vida e fungao celular
normal. Por outro lado, incluem a possibilidade de formacao de espécies reativas de
oxigénio, exercendo um efeito deletério (LI et al., 2003). O principal papel do O, no
metabolismo normal € o processo de fosforilacdo oxidativa, um evento que ocorre na
mitocdndria e responsavel pela produgcdo de adenosina trifosfato (ATP). Para a
fosforilagdo oxidativa, faz-se necessario que o oxigénio esteja apto a receber
elétrons. Normalmente, quatro elétrons s&o necessarios para formar a H,O (Figura
3). A adigdo de um unico elétron resulta na formagao do radical superdxido (Oy),
enquanto que a adicdo de dois ou trés elétrons leva a génese de perdxido de
hidrogénio (H.0), ou radical hidroxila (OH), respectivamente (Figura 3). Sob
condicbes normais, essas espécies reativas formam-se em numero reduzido. No
entanto, mostram-se muito eficazes para reagir com proteinas, lipidios e DNA,

levando ao dano celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990, GRIFFITHS, 2000).



17

2H* OH- H*
O, O, H,O, OH H,O
e e e e
Anion Perdxido de Radical
Superdxido hidrogénio Hidroxil

Figura 3. Geracao de espécies reativas de oxigénio durante fosforilagao oxidativa. Nesse
processo O, recebe quatro elétrons para formar H,O. Ocasionalmente a adicao de um
elétron resulta na formagao de O, que pode ser convertido para H.O, ou OH". Adaptada de
Li et al., 2003.

1.4.2 Radicais livres

Em circunstancias normais, os elétrons orbitam em volta do nucleo do atomo
em pares, com oposicao dos “spins”. Quando um atomo possui um elétron nao
pareado, se torna instavel e sua reatividade aumenta, sendo, entdo, definido como
um radical livre. Esses radicais livres sdo constantemente produzidos e eliminados
no organismo.

Em condi¢cbes normais, os radicais livres e outras substancias reativas a eles
relacionadas também s&o responsabilizados pela regulagdo de importantes
mecanismos fisioldgicos, tais como: sinalizagao celular, regulagao da expressao de
alguns genes, mediacdo de reagbdes inflamatérias e potencializagcdo dos
mecanismos de defesa organica, uma vez que fazem parte do arsenal de armas
letais leucocitarias (PRYOR, 1986; DROGE, 2002; HIl & FERRANTE, 2007). Por
serem muito instaveis e normalmente produzidos em pequenas quantidades, sua
depuracgao celular é rapida, geralmente decorrente do decaimento espontaneo ou

por acao de antioxidantes naturais. Porém, quando presentes em grandes
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quantidades, causam lesdes a célula através de dano a macromoléculas como
lipidios, proteinas, carboidratos e DNA, levando a dano da fungado celular ou até
mesmo a morte da célula (CIENCEWICKI et al., 2008).

Os radicais livres podem ser encontrados em grande quantidade na natureza,
associados aos atomos de oxigénio, nitrogénio, hidrogénio, carbono, enxofre, sendo
classificados em fungdo do atomo portador dos elétrons desemparelhados
(VASCONCELOS et al., 2007). Todavia, os radicais livres de oxigénio [radical
superoxido (Oz), hidroxila (OH") e hidroperoxila (HO.)] s&o os que possuem maior
relevancia biolégica, ndo s6 devido a sua elevada toxicidade, mas, também, pelo
fato de serem os mais prevalentes nos organismos vivos que utilizam o oxigénio
como comburente. Existem, contudo, outras moléculas altamente reativas e
potencialmente toxicas para o organismo, as quais, por ndo apresentarem nenhum
elétron desemparelhado nos seus orbitais, ndo se enquadram na definicdo de radical
livre. Apesar de ndo serem verdadeiros radicais, estas moléculas, que incluem o
peréxido de hidrogénio (H.O.) e o acido hipocloroso (HCIO), sdo potenciais
geradoras de radicais livres, e, por esta razdo, as suas repercussdes organicas,
fisiologicas ou toxicas, devem ser igualmente consideradas (PRYOR, 1986; SHAN et
al., 1989; HALLIWELL, 1991; LEE et al., 2004). Logo, ao invés da denominagao
‘radicais livres”, passou-se a utilizar “espécies reativas”, para englobar, além dos
radicais, estas moléculas. Como em sua maioria tais espécies sdo derivadas do
metabolismo do O, normalmente utiliza-se o termo espécies reativas de oxigénio
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

A presencga de pares redox responsaveis pelo fluxo de elétrons determina o
equilibrio redox em liquidos bioldgicos, organelas, células ou tecidos. Esses sofrem

frequentes interconversdes entre os estados reduzido e oxidado (VASCONCELOS
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et al., 2007). Cabe recordar que reagdes de redugao implicam em ganho de elétrons,
e as de oxidagcdo em perda dos mesmos. Portanto, quando no metabolismo normal
ocorrer uma redugao do oxigénio molecular (O;), este ganhara um elétron, formando
o radical superdxido (O;), considerado instavel por possuir numero impar de
elétrons na ultima camada (Figura 3).

As espécies reativas de oxigénio sdo encontradas em todos os sistemas
biolégicos. As fontes geradoras s&o: cadeia de transporte de elétrons da
mitocbndria, reticulo endoplasmatico e nicotinamida-adenina nucleotideo
(NADH/NADPH) oxidase associada a membrana. Durante o processo de fosforilacéo
oxidativa, formam-se intermediarios reativos, como os radicais superoxido (Oy),
hidroperoxila (HO:) e hidroxila (OH") e o perdxido de hidrogénio (H.O,) (Figura 3).
Este ultimo, apesar de n&o ser um radical livre, pela auséncia de elétrons
desemparelhados na ultima camada, se constitui em um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério, uma vez que participa da reagdo que produz o OH,
atravessa camadas lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitaria e com
proteinas ligadas ao ferro, mostrando-se altamente téxico para as células. A entrada
de quatro elétrons no processo de redugdo do O, neutraliza a reatividade das

especies reativas de oxigénio.

1.4.2.1 Reagoes de Fenton e de Haber-Weiss

Os metais de transicdo participam em um grande numero de funcdes
biolégicas, como resultado de suas interacbes com o0 oxigénio e suas acdes na
formagcao de complexos doador-receptor (coordenagdo). Estes metais sao
micronutrientes essenciais, utilizados em varios aspectos da fung¢ao celular normal.

As mesmas propriedades quimicas que permitem a estes metais atuarem em
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numerosas reagdes do oxigénio molecular nas fun¢gdes homeostatica e de sintese
de O;, 0 H,O, e o OH" gerados a partir de reag¢des celulares de Fenton e de Haber-
Weiss (DUNFORD, 1987; ARUOMA et al., 1989; HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1990), também fazem dos metais uma ameaga a vida, pela geragao de espécie
reativa de oxigénio (GHIO et al. 1998).

As reacgoes sao:

Reacéao de Fenton:

Fe?" + H.0; >Fe® + OH + OH
Reacdo de Haber-Weiss:

H.O, + Oy >0,+ OH + OH
Fe3*/Cu*

Consequentemente, os metais de transicdo devem ser transportados e
estocados de forma a prevenir a formagao de espécie reativa de oxigénio (GHIO et
al. 1998).

Embora o cobre possa, também, catalisar a reagao de Haber-Weiss, o ferro é
o metal pesado mais abundante no organismo e esta biologicamente mais
capacitado para catalisar as reacdes de oxidacdo de biomoléculas (AUST &

MILLER, 1991).

1.4.3 Sistemas de defesa antioxidante

Devido ao elevado potencial de toxicidade do oxigénio e a sua grande
utilizagdo pelos organismos aerdbios, torna-se necessario que estes estejam
suficientemente munidos de uma diversidade de sistemas antioxidantes para
proteger suas células dos efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio

(EVANS, 2000; BANERJEE et al., 2003; LAMBERTUCCI et al., 2007).
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Um antioxidante é, por definicdo, qualquer substancia que, quando presente
em baixas concentracdes em relacdo as dos potenciais substratos oxidaveis, retarda
significativamente, ou inibe, a oxidacdo desses substratos pelas espécies reativas
de oxigénio (HALLIWELL, 1991; SIES, 1997; DROGE, 2002). Estas substancias
possuem a propriedade de fornecer elétrons/atomos de hidrogénio as espécies
reativas de oxigénio sem se transformarem em moléculas instaveis. Os mecanismos
de defesa antioxidante nos diferentes tecidos compreendem sistemas enzimaticos e
nao enzimaticos, que atuam convertendo a espécie reativa de oxigénio para
espécies menos toxicas, tendo, assim, um importante papel na protecédo sistémica
contra espécies reativas de oxigénio (GOLDFARB, 1999, LI et al., 2003). Podem ser
classificados em fungdo da sua localizagédo tecidual (antioxidantes intracelulares e
extracelulares) e da sua origem: seja da dieta (antioxidantes exdgenos) ou da
sintese endogena (antioxidantes enddgenos).

No interior da célula, a eliminacdo dos compostos reativos constitui um pré-
requisito para a sobrevivéncia celular, sendo normalmente efetuada por: 1) sistemas
enzimaticos, tais como a superdéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase e a glutationa redutase; e 2) sistemas nao-enzimaticos, tais
como glutationa reduzida (GSH), coenzima Q (CoQ), acido urico, vitamina E (a-
tocoferol), vitamina C (acido ascérbico), flavondides, carotendides, proteinas de
transporte de metais de transicao, ferritina, transferrina e ceruloplasmina (Figura 4)
(BECKMAN & AMES, 1998; SEN, 2001, LI et al., 2003). Destes, os agentes que
apresentam o papel preponderante dentro dos sistemas intracelulares de defesa
antioxidante sdao a SOD, a CAT e a glutationa peroxidase (LEE et al., 2004;
MORENO et al., 2005; FORONJY et al., 2006). Quando as espécies reativas de

oxigénio alcangam niveis que superam a capacidade de acado deste sistema de
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defesa, durante um estado fisiopatolégico como em um evento toxicolégico, ocorrem
alteragdes quimicas resultantes de processos biolégicos moleculares de estresse
oxidativo lesivo (FERREIRA et al., 2006; ESPEY et al., 2000).

As acdes deflagradas pelos radicais livres, por sua vez, também induzem
reagdes auto-cataliticas, pelas quais moléculas com as quais eles interagem séo
convertidas a radicais livres, propagando e perpetuando a cadeia de danos. As
lesbes secundarias ao estresse oxidativo contribuem para o aparecimento de
doengas degenerativas e inflamatorias como cancer, doengas cardiovasculares e
pulmonares, declinio do sistema imune, disfuncdo cerebral e catarata, podendo

agravar doengas pré-existentes e levar ao 6bito (LI et al., 2003, KELLY, 2003).

1.4.3.1 Superéxido dismutase (SOD)

A SOD metaboliza o O2 com formagao de H202 (Figura 4). Nos mamiferos
existem trés isoenzimas da SOD, codificadas e reguladas de forma independente: a
citosolica (Cu,Zn-SOD ou SOD1), a mitocondrial (Mn-SOD ou SOD2) e uma forma
extracelular da Cu,Zn-SOD ou SOD3. A atividade total da SOD é percebida
principalmente no figado, rim, eritrocitos, cérebro, coragao e pancreas (HALLIWELL,

1991; FERREIRA et al., 2006).

1.4.3.2 Catalase (CAT)

A CAT é uma enzima presente na maioria dos organismos aerobios,
responsavel pela conversao do H,O, intracelular em agua e oxigénio (Figura 4).
Grande parte da atividade desta enzima localiza-se nos peroxissomas. Na maioria
dos animais, ha CAT em praticamente todos os 6rgaos, estando particularmente

concentrada no figado e nos eritrécitos. As mitocdndrias e o reticulo endoplasmatico
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contém, também, alguma atividade de CAT, embora muito reduzida. O encéfalo, o
coragcao e os musculos esqueléticos contém pequenas quantidades desta enzima

(HALLIWELL, 1991; FERREIRA et al., 2006).

1.4.3.3 Glutationa

A glutationa reduzida (GSH) esta presente na maioria das células e é o
composto orgéanico tiol mais abundante no meio intracelular (MEISTER &
ANDERSON, 1983). Pode ser considerada um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante celular (VAN ASBECK et al., 1985), protegendo a
célula contra lesao resultante da exposi¢cao a agentes como ions ferro (GALLEANO
& PUNTARULO, 1995). Além disto, atua como transportadora e reservatério de
aminoacidos e participa da detoxificacdo de agentes quimicos e da eliminacao de
produtos da lipoperoxidagédo (DENEKE & FANBURG, 1989).

Apods exposicao da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a GSSG
(Figura 4). A recuperacao da GSH é feita pela enzima glutationa redutase, uma
etapa essencial para manter integro o sistema de protegao celular (HEBBEL, 1986).

A glutationa peroxidase € considerada a enzima mais importante para a
oxidacdo do H.O., a agua. A glutationa peroxidase dos mamiferos tem maior
afinidade pelo H.O. do que a CAT, significando que, em concentragdes baixas de
H.O,, a glutationa peroxidase tem um papel muito mais ativo na sua remocao
celular. Apresenta-se sob quatro formas: glutationa peroxidase 1 ou classica,
encontrada no citosol de todas as células do corpo; a glutationa peroxidase 2 ou
gastrointestinal, especifica do trato gastrointestinal; a glutationa peroxidase 3,
plasmatica ou extracelular, encontrada no fluido do revestimento interno do pulméo e

no leite materno, além do plasma em mamiferos; e a glutationa peroxidase 4, que
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atua sobre peroxidos de residuos de acidos graxos na membrana e lipoproteinas
(BAST et al., 1991). O correto funcionamento da glutationa peroxidase depende da
presencga de selénio (nutriente antioxidante) na sua constituicdo e da disponibilidade
de H;O; e de outros hidroperéxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como
doador de elétrons, formando a glutationa oxidada (GSSH) e agua (Figura 4). Este
mecanismo atribui a glutationa peroxidase um papel importante na protegéo celular
das membranas lipidicas, proteinas e acidos nucléicos contra as espécies reativas

de oxigénio (HALLIWELL, 1991; FERREIRA et al., 2006).

OH

I FetZ
SOD catalase

O, _|_ o5 | T | Hi©; » [ H,O
Vitamina C l GPx S0
Vitamina E H,0 GR
QR GSH
MT 1
cisteina

Figura 4. Mecanismo de defesa antioxidante. Enquanto a superoxido dismutase (SOD)
catalisa a reagao de O, para H.O., a catalase catalisa a decomposi¢cao de H,O, para H.O. A
glutationa peroxidase (GPx) reduz hidroperdxidos pela oxidacdo de GSH em GSSG. A
ferritina libera Fe*?, que tem papel importante na prevengéo da formagdo de OH- téxico pela
prevencdo da reacdo de Fenton. Além disso, outras substancias antioxidantes como as
vitaminas C e E, quinona redutase (QE), e metalotioneina (MT) podem efetivamente

bloquear a geragao de O, pela redugéo dos compostos ciclicos. Adaptada de Li et al., 2003.
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1.4.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma condi¢ao biolégica em que ocorre desequilibrio
entre a produgao de espécies reativas de oxigénio e sua degradacao através de
sistemas bioldgicos de remocéao ou de reparo dos danos causados. O predominio de
substancias oxidantes, com estresse oxidativo de grandes proporg¢des, provoca dano
tanto de lipideos quanto de DNA.

A situacdo de estresse oxidativo traduz-se na incapacidade de impedir ou
reparar as repercussdes das espécies reativas de oxigénio sobre as estruturas
celulares e ocorre mesmo em situagoes basais (MOTA et al., 2004). O aumento do
estresse oxidativo pode ser secundario a maior produgao de espécies reativas de
oxigénio, redugcao da capacidade antioxidante ou, ainda, a conjugacdo destes dois

fatores.

1.4.5 Peroxidacgao lipidica

A peroxidacédo lipidica pode ser definida como uma cascata de eventos
bioquimicos resultante da agao dos radicais livres sobre os lipideos insaturados das
membranas celulares, gerando principalmente radical alquila, alcoxila e peroxila,
levando a destruicdo de sua estrutura. Todos os componentes celulares sao
suscetiveis a agao das espécies reativas de oxigénio, porém a membrana € um dos
mais atingidos, apresentando perda da seletividade na troca idnica e liberagao de
conteudo das organelas (como as enzimas hidroliticas dos lisossomas), e formagao
de produtos citotéxicos (como o malondialdeido e isoprostanos). Todas essas
modificagdes oxidativas causam mudancgas nas propriedades fisicas e quimicas das
membranas, culminando com a morte celular. A lipoperoxidagao também pode estar

associada aos mecanismos de envelhecimento, cancer e a exacerbacdo da


http://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cies_reactivas_de_oxig%C3%A9nio
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toxicidade de xenobidticos. Nem sempre os processos de lipoperoxidagdo sao
prejudiciais, pois seus produtos atuam significativamente na reagdo em cascata a
partir do acido araquiddénico (formagao de prostaglandinas) e, portanto, na resposta
inflamatodria (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990). Todavia, o excesso de tais
produtos pode ser lesivo (ROSS & MOLDEUS, 1991, VASCONCELQOS et al., 2007).

A peroxidacdo lipidica € uma reacao em cadeia, representada pelas etapas
de iniciagdo, propagacédo e finalizagdo. A etapa de iniciagdo, como ja descrito,
compreende o ataque de uma espécie reativa (geralmente OH’), que abstrai um
atomo de hidrogénio de um grupo metileno, normalmente de um acido graxo poli-
insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono. Este radical é
comumente estabilizado por rearranjo molecular, formando um dieno conjugado.
Sob condigbes aerodbicas, o radical de carbono do dieno conjugado reage com O,
(que € uma molécula hidrofébica e, portanto, se concentra no interior das
membranas) e forma o radical peroxila. Este radical peroxila pode capturar protons
de moléculas de lipideos adjacentes, cujo radical de carbono sofre novo rearranjo,
reage com O, e forma outro radical peroxila e, assim, sucessivamente,
caracterizando a reagcdo em cadeia da etapa de propagacdo. O radical peroxila
combina-se, entdo, com o hidrogénio abstraido, gerando o lipideo hidroperdxido que,
ao sofrer quebra, forma aldeidos como malondialdeido entre outros. A
decomposicdo dos hidroperéxidos lipidicos gera radicais peroxila e alcoxila pela
reacdo de Fenton. A terceira e ultima etapa da peroxidacao lipidica, a etapa de
finalizacdo, instala-se com a neutralizagdo dos radicais formados por acdo de
antioxidantes lipossoluveis ou pela reacdo de dois radicais lipidicos, formando

produtos sem radicais.
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Atualmente, os mecanismos envolvidos na toxicidade da CYN ainda n&o sé&o
bem conhecidos. Ha relatos na literatura que apontam ser o estresse oxidativo um
possivel indutor desta toxicidade no figado, sugerindo uma associagdo entre a
formacgao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e apoptose dos hepatdcitos (DING
et al., 1998; 2003). Ja foi reportado por nosso grupo que outra importante
cianotoxina, a microcistina-LR, é capaz de causar alteragcdes bioquimicas no tecido
pulmonar, caracterizadas pela producdo de ERO e dano oxidativo a membrana
celular (CARVALHO et al., 2010). Deste modo, a analise bioquimica de estresse e
dano oxidativos torna-se uma importante ferramenta para a investigacdo dos

mecanismos de toxicidade relacionados com a exposi¢ao a CYN neste estudo.
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2 JUSTIFICATIVA

Embora um dos principais 6rgaos afetados pela agdo da CYN seja o figado,
alguns estudos com animais e relatos de intoxicagdo em humanos dao conta do
aparecimento de alteragbes no sistema respiratorio, mesmo quando a via de
contaminagao nao € a inalatéria. No entanto, informagdes sobre lesdo no sistema
respiratorio ainda sdo escassas na literatura, tendo alguns estudos avaliado a
histologia pulmonar e de vias aéreas apenas de forma qualitativa. Além disso,
nenhum estudo sobre como as alteragbes encontradas no sistema respiratorio
afetam a fungdo pulmonar, ou sobre os mecanismos envolvidos nesse tipo de lesao,
foi encontrado.

A compreensdo dos efeitos de doses subletais de CYN torna-se relevante,
pelo fato de populagées humanas estarem mais expostas a pequenas doses do que
a doses letais da toxina. Os estudos experimentais representam uma importante
ferramenta na avaliagcdo dos riscos das cianotoxinas para a populagdo humana.
Sendo a CYN uma toxina com potencial citotoxico e crescente frequéncia nos
ambientes aquaticos, seus efeitos subletais no pulmao foram escolhidos como

objeto de estudo desta dissertagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar temporalmente o comportamento da mecéanica e da histologia
pulmonares de camundongos, bem como os aspectos da resposta bioquimica do
pulmdo, em resposta a dose subletal de cilindrospermopsina administrada

intratraquealmente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar, através do método de oclusdo ao final da inspiragdo, as
propriedades elastica, resistiva e viscoelastica e/ou inomogénea do

pulmao;
b) Estudar as alteragdes morfométricas no parénquima pulmonar;

c) Investigar a ocorréncia de processo inflamatério por meio da analise do
influxo de células inflamatérias no parénquima pulmonar e ensaios

bioquimicos de estresse e dano oxidativo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Os animais utilizados, oriundos do Centro Multidisciplinar para Investigagéo
Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Sdo Paulo,
foram cuidados conforme o guia preparado pelo Comité de Cuidados e Uso dos
Animais de Laboratério do Conselho Nacional de Pesquisas dos Estados Unidos
(U.S. Department of Health and Humane Services, 1985). Este estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica com Uso de Animais (CEUA), do Centro de Ciéncias da

Saude, Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob o numero IBCCF 012.

As andlises funcionais e histolégicas foram realizadas no Laboratério da
Fisiologia da Respiracao, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, bem como o
imunoensaio do tipo ELISA para cilindrospermopsina, realizado no Laboratério de
Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias, no mesmo instituto, na UFRJ. Os
ensaios bioquimicos de estresse oxidativo foram realizados no Laboratério de

Reparo Tecidual, do Departamento de Histologia e Embriologia, na UERJ.

4.2 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

O desenho experimental foi proposto com base em trabalho prévio de nosso
grupo, analisando os efeitos temporais da intoxicagdo por microcistina-LR (MCYST-
LR), outra cianotoxina hepatotéxica. No presente estudo, trinta e quatro
camundongos BALB/c machos, pesando entre 20 a 28 g, foram divididos
aleatoriamente em 2 grupos experimentais:

| - Grupo salina (SAL, n=7): os camundongos receberam instilacdo

intratraqueal de solugao salina 50 uL (NaCl 0,9%);
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Il - Grupos cilindrospermopsina (CYN, n=27): os camundongos receberam
dose subletal de extrato semi-purificado de cilindrospermopsina (70 ug/kg de
peso corporeo, i.t.), obtido a partir da cultura de C. raciborskii, cepa CYP
011K, gentilmente cedida pelo Dr. Peter Baker (Australian Water Quality
Centre, Adelaide — Australia). Os animais deste grupo foram subdivididos em
5 subgrupos, de acordo com o tempo em que foram realizadas as analises,
apo6s administracao da toxina:

* CYN2 (2 horas), n=5

= CYNS8 (8 horas), n=5

» CYN24 (24 horas), n=5

= CYN48 (48 horas), n=5

= CYN96 (96 horas), n=7

Para a instilagdo intratraqueal, os camundongos foram anestesiados com
sevofluorane, colocados sobre uma mesa cirurgica e submetidos a incisdo cervical
de aproximadamente 1 cm, por onde a traquéia era exposta. Salina ou extrato de
cilindrospermopsina foram instilados com uma seringa de insulina de 27-G. A incisdo
cervical era fechada com fio de sutura 5,0 e o animal retornava para a gaiola. Os
animais se recuperavam rapidamente apds a cirurgia € nenhum ébito resultou deste

procedimento.

4.3 MECANICA RESPIRATORIA
Decorridas 2, 8, 24, 48 ou 96 horas da instilacdo intratraqueal de salina ou
CYN, os animais foram sedados com diazepam (1 mg, i.p.), pesados (balanga

Filizola, modelo BR, Industrias Filizola SA, SP, Brasil) e, entdo, anestesiados com
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pentobarbital sédico (20 mg/kg de peso corporeo, i.p.). Essa dose € suficiente para
manter o animal em plano anestésico (supressao do reflexo coérneo-palpebral) por 1
hora. As medidas de mecanica pulmonar ndo 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 por
esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos horizontalmente abduzidos a
90 graus em relagdo ao corpo e os membros inferiores estendidos em diagonal.
Apds o posicionamento cirurgico, foi realizada traqueotomia com introdugao de jelco
(20G com 32 mm de comprimento e 0,8 mm de didmetro interno), sendo a canula
fixada a traquéia por meio de fios de algoddo. Os animais foram paralisados com

injecao intravenosa de brometo de pancurénio (0,1 mg/kg).

Os camundongos foram, entédo, acoplados a protese ventilatoria e ventilados
por um ventilador de fluxo constante (Samay VR15, Universidad de la Republica,
Montevidéu, Uruguai) com frequéncia de 100 incursdes respiratorias por minuto e

um volume corrente (V1) de 0,2 mL.

ApoOs a adaptacdo ao respirador, procedeu-se a tricotomia e a abertura da
pele e do tecido subcutaneo dos animais, na linha mediana, do manubrio ao pubis. A
seguir, esses planos foram separados da musculatura por tracéo lateral. O plano
muscular e o peritbneo foram, entdo, seccionados bilateralmente, seguindo o bordo
inferior das costelas, até atingir a linha axilar anterior. 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 perfuragdo do
diafragma foi instalada presséo positiva ao final da expiracdo (PEEP) de
aproximadamente 2 cmH-0O, a fim de evitar o desenvolvimento de colapso pulmonar

(POWERS et al., 1973; SALDIVA et al., 1992).
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Apods a retirada do diafragma, a parede toracica anterior foi removida por
incisbes longitudinais bilaterais ao nivel da linha axilar anterior, em toda sua

extensao, e incisao transversal superior, abaixo das claviculas.

O ventilador foi ajustado previamente para gerar uma pausa de 5 segundos
ao final da inspiragcdo. Foram tomados cuidados especiais para a manutengcao de
volume (Vr = 0,2 mL) e fluxo (V'= 1 mL/s) constantes em todos os animais, a fim de
evitar os efeitos de diferentes fluxos, volumes e tempo inspiratério nas variaveis

medidas (KOCHI et al., 1988a,b; SIMILOWSKI & MILIC-EMILI, 1989).

O tubo traqueal foi conectado a um pneumotacografo para pequenos animais,
como descrito por Mortola e Noworaj (1983), para medida de fluxo aéreo (V'), sendo
o respirador acoplado a outra extremidade do pneumotacografo. Este € constituido
por uma canula metdlica com duas saidas laterais ligadas a um transdutor
diferencial de pressédo, Validyne MP 45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA),
para medida de fluxo aéreo, sendo o volume corrente obtido por integragao do sinal
de fluxo. Através de outra saida lateral, a via aérea foi conectada a um transdutor
diferencial de pressédo Validyne MP45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA)

para medida da presséo traqueal (Ptr).

Uma vez que ndo houve modificacbes abruptas no didmetro do circuito,
provavelmente foram evitados erros de medida da resisténcia ao fluxo (CHANG &
MORTOLA, 1981; LORING et al., 1979). O espago morto do equipamento foi de 0,3
mL. Os sinais de V' e Ptr foram condicionados e amplificados em um poligrafo
Beckman tipo R (Beckman Instruments, Schiller Park, IL, EUA). Os sinais foram,
entdo, passados através de filtros Bessel de 8 pdlos (902LPF, Frequency Devices,
Haverhill, MA, EUA), convertidos de analdgicos para digitais em conversor de 12 bits

(DT-2801A, Data Translation, Malboro, MA, EUA) e armazenados em computador.
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Todos os dados foram coletados usando o software LABDAT (RHT-InfoData Inc.,

Montreal, QC, Canada) Uma representacdo da montagem experimental encontra-se

na Figura 5.

12 11 10

I
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Figura 5. Montagem experimental consistindo de:
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- Cilindro de ar comprimido.

- Valvula redutora de pressao.

- Ventilador de fluxo inspiratério constante composto por duas valvulas solendides.

- Pneumotacoégrafo.

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

- Canula traqueal.

- Mesa cirurgica.

- Transdutor diferencial de pressao transpulmonar.

- Transdutor diferencial de pressao para medida de fluxo.

- Poligrafo de oito canais para amplificagdo dos sinais de fluxo e presséao.
- Filtros passa-baixa Bessel de 8 polos.

- Conversor analégico-digital de 12 bits.
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13 - Microcomputador.

Os parametros da mecanica respiratéria foram determinados 2, 8, 24, 48 e 96
horas apds a instilacdo intratraqueal de salina ou CYN. Para tanto, 10 ciclos
respiratorios por animal foram captados e a analise efetuada pelo método de

oclusao ao final da inspiragao.

4.3.1 Método de oclusao ao final da inspiragao

O método de oclusdo ao final da inspiragcao (BATES et al., 1985a,b) permite
analisar separadamente os componentes elastico, resistivo e viscoelastico e/ou
inomogéneo do sistema respiratério. No animal com o torax aberto, a Ptr é, na
realidade, a pressado transpulmonar (PL), logo, todos os parametros medidos
correspondem a mecanica pulmonar. Apdés a oclusdo das vias aéreas ao final da
inspiragcédo, sob fluxo constante, ocorre uma queda subita da PL até um ponto de
inflexdo (Pi), a partir do qual o decaimento da pressdao assume carater mais lento,
atingindo um platd em sua porgao terminal. Esta fase de platé corresponde a
pressdao de retracdo elastica do pulmao (Pel). A diferenca de pressado, que
caracteriza a queda rapida inicial (AP1), é representada pela diferenga entre a
pressdo maxima inicial (Pmax) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta
(Pi) e corresponde ao componente viscoso pulmonar. A segunda variagdo de
pressao (AP2), representada pela queda lenta, do Pi ao platb (Pel), reflete a presséo

dissipada para vencer os componentes viscoelastico (“stress relaxation”) elou
inomogéneo (“pendelluft”’) do tecido pulmonar. A soma de AP1 e AP2 fornece a

variagao total de pressao no pulmao (APtot) (Figura 6).
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Figura 6. Método de oclusdo ao final da inspiragao. Registros dos sinais de fluxo aéreo,
volume (V) e pressado transpulmonar (PL) em fungcdo do tempo. Os pulmbes foram
ventilados com volume corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O platd foi alcangado
apos uma pausa inspiratoria de 5 s. Apds a ocluséo das vias aéreas, ha uma queda rapida
na PL de seu valor maximo (Pmax) até um ponto de inflexdo (Pi), AP1, que corresponde a
pressdo dissipada para vencer o componente viscoso do pulmio. Segue-se uma queda
lenta (AP2), pressao dissipada para vencer os componentes viscoelastico e/ou inomogéneo
do pulmao, até um ponto de equilibrio elastico, representado pela pressao de retracao
elastica pulmonar (Pel). A linha de base do registro de pressdo corresponde a pressao

positiva ao final da expiragao (PEEP) de 2 cmH.0. Ins, inspiragcéo. Vr, volume corrente.
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As elastancias estatica (Est) e dindmica (Edyn) do pulmao foram obtidas

dividindo-se Pel e Pi, respectivamente, pelo volume corrente. O componente

viscoelastico da elastancia (AE) foi, entdo, obtido pela diferenga entre Edyn e Est.

Para a realizacdo da oclusdo, o ventilador mecanico utiliza uma valvula com
tempo de fechamento definido (10 ms). Como este fechamento néo é absolutamente
instantaneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apds a oclusao, propiciando,
assim, a existéncia de um pequeno fluxo. Este fluxo é responsavel pelo aumento do
volume pulmonar e, consequentemente, de Pi e Pel. Por isso, foi feita corre¢cao de

acordo com Kochi e colaboradores (1988a).

As seguintes formulas foram utilizadas na anélise da mecanica pulmonar:

AP1 = Pmax — Pi
AP2 = Pi — Pel
APtot = AP1 + AP2
Est = Pel / V1
Edyn =Pi/ V+
AE = Edyn — Est
Ti= V.V’

Onde:

AP1 = variagao de presséo utilizada para vencer o0 componente viscoso

AP2 = variagao de pressao relativa ao componente viscoelastico e/ou inomogéneo
APtot = variacao de presséo total

Pmax = pressao maxima atingida

Pi = pressao no ponto de inflexao

Pel = pressao de retragao elastica

Est = elastancia estatica
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Edyn = elastancia dinamica

AE = componente viscoelastico da elastancia
Vr = volume corrente

T, = tempo inspiratério

V’= fluxo inspiratorio

A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a cénula traqueal, foi
previamente aferida através da aplicacdo de fluxos de ar ao sistema, com
concomitante registro das variagbes de pressdo (AP). Uma vez que R = AP/V’, a
resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva AP x V'. A
Req, constante até fluxos de 26 mL/s (bem acima da faixa de fluxo utilizada no
presente experimento), foi de 0,12 cmH,O/mL/s. A variagado de pressao determinada
pelo equipamento (APeq = Req.V’) foi subtraida das pressdes resistivas do pulmao,

de tal forma que os resultados representam propriedades mecanicas intrinsecas.

Os parametros de mecanica pulmonar foram medidos 10 a 15 vezes em cada
animal, sendo cada animal representado pela média de 10 a 15 ciclos respiratorios
coletados. Os valores finais foram expressos como média + erro padrao da média

(EPM) de 5-7 animais por grupo nos grupos SAL e CYN.

4.4 ESTUDO HISTOLOGICO
4.4.1 Fixagao e preparo das laminas para microscopia optica

Apods a determinagao da mecanica pulmonar, os animais foram heparinizados
(1000 IU de heparina injetados na veia cava inferior) e, em seguida, sacrificados por
secao da aorta abdominal e da veia cava inferior. A traquéia foi ocluida ao final da

expiracao com fio de algodao. A porgao abdominal do esbfago foi identificada e
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isolada, sendo presa por uma pinga hemostatica. As estruturas do pescoco foram
dissecadas com liberagdo das vias aéreas. A pinga que prendia o esbéfago foi
suavemente tracionada para cima, permitindo separa-lo das estruturas aderidas a
parede toracica posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a traquéia foi
secionada acima do local ligado pelo fio e, posteriormente, o es6fago foi separado
do conjunto por leve tragao.

Os pulmdes dos animais foram congelados por imersao rapida em nitrogénio
liquido (aproximadamente 3 min), retirados e mantidos em solucédo de Carnoy
(etanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%) a -70° C por 24 h. Apds esse
periodo, o material foi desidratado progressivamente através de imersdo em
solugdes com concentracéo crescente de etanol:

- MC-1: etanol 70%, cloroférmio 22,5% e acido acético 7,5%, a -20°C durante 1 h;

- MC-2: etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a -20°C durante 1 h;

- MC-3: etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a -20°C durante 1 h;

- etanol a 100%, a -20°C durante 1 h e, em seguida, a -4°C durante 24 h;

- formol a 10% tamponado- Millonig (100 mL de formol 40%, 18,6 g de NaH,PO,, 4,2
g de NaOH e 900 mL de agua destilada) até a obtengao dos cortes pulmonares em

parafina.

Depois da fixagdo, o material foi processado como de rotina para estudo
histolégico e emblocado em parafina, obtendo-se, entédo, cortes histolégicos com 4
MM de espessura.

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com hematoxilina e
eosina (HE) e analisadas por microscopia o6ptica (Axioplan, Zeiss, Oberkochen,

Alemanha), segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos.
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4.4.2 Analise histolégica

Para a analise qualitativa, toda a superficie da lamina foi observada com
todas as estruturas pulmonares representadas em aumento de 200x. A analise
quantitativa morfométrica e de celularidade, nas laminas coradas com HE, foi
realizada por meio da técnica convencional de contagem de pontos (“point-
counting”) (GUNDERSEN et al., 1988), utilizando uma ocular contendo um sistema

de referéncia de 100 pontos e 50 linhas dispostos em paralelo (Figura 7).

Figura 7. Reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para analise histolégica de

morfometria e celularidade pulmonar.

Para a analise morfométrica do parénquima pulmonar, foram avaliados dez
campos aleatérios e ndo coincidentes por lamina, em aumento de 200x. Foi
quantificado o numero de pontos que caiam sobre alvéolos normais e colapsados,

sendo o resultado expresso em percentual do numero total de pontos analisados.
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Para quantificacdo da celularidade total e do numero de células
polimorfonucleares e mononucleares no tecido pulmonar, foram avaliados, em um
aumento de 1000x, dez campos aleatérios e nao coincidentes por |amina.
Primeiramente, foi contabilizado o numero de pontos que caiam sobre o tecido, de
modo a ser calculada a area total de tecido. Em seguida, células polimorfonucleares
(PMN) e mononucleares (MN) foram contabilizadas no septo alveolar em todo o

campo, sendo o valor final expresso em numero de células/area de tecido em pm?2.

Para cada parametro histolégico, um unico observador foi responsavel pela
analise cega dos dados. Em todas as analises os valores apresentados s&do média +
erro padrdao da média (EPM) de 5-7 laminas por grupo, sendo cada animal

representado por apenas uma lamina.

4.5 ENSAIOS BIOQUIMICOS DE ESTRESSE E DANO OXIDATIVO

Para esta analise, bem como para a analise do conteudo de CYN por ELISA
(“enzyme-linked immunosorbent assay”), 30 camundongos (25 =5 g) adicionais
foram submetidos a protocolo experimental igual ao descrito anteriormente, e
analisados 2, 8, 24, 48 e 96 h apds a instilagao (n=5 por grupo). O pulm&o esquerdo
de cada animal foi separado para as medidas de estresse e dano oxidativo e o
pulméo direito, bem como o figado, foram separados para a analise do conteudo de
CYN por ELISA.

As analises de estresse oxidativo no pulmao foram realizadas no Laboratério
de Reparo Tecidual, Departamento de Histologia e Embriologia, Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Para analise do desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes foram realizados

ensaios bioquimicos que medem a atividade das enzimas antioxidantes ou de
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marcadores de estresse e dano oxidativo. O estresse oxidativo foi mensurado por
atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Ja o dano
oxidativo foi avaliado pela determinacédo da concentracao de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS). Analisamos, ainda, a atividade da mieloperoxidase
(MPO), enzima lisossomal envolvida na atividade bactericida de polimorfonucleares.

Para estas analises, os bronquios principais direito e esquerdo foram ocluidos
com fio de algodao e os pulmdes separados. O pulméo esquerdo foi removido e
homogeneizado (homogeneizador modelo NT 136, Novatécnica, Sdo Paulo, Brasil)
com solucao tampao (fosfato de potassio 100 mM + EDTA 5 mM, solugao final 1 mL)
e centrifugado (centrifuga modelo 243M, FANEM, Sao Paulo, Brasil) a 7000 g
durante dez minutos. O material precipitado foi descartado e o sobrenadante
utilizado para analise. Ao final, foi medida a quantidade de proteina em cada

amostra.

4.5.1 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976), que consiste na interacdo entre o corante coomassie brilliant blue G-250 e
macromoléculas de proteinas. No pH de reacao, a interacédo entre a proteina de alto
peso molecular e o corante estabiliza a forma aniénica do mesmo, causando uma
visivel mudanca de coloracgao inicialmente castanha para tons de azul, de acordo
com a concentragcdo de proteina. G-250 ligado a proteina tem sua absorbancia
alterada de 465 nm para 595 nm. Em uma placa de 96 pocos, prepara-se a curva
padrao com albumina (1 mg/mL) em triplicata e, em seguida, o pogo teste (200 pL de
reagente Bradford e amostra). Apés completa mistura, observa-se se o tom de azul

do pocgo teste estd entre o menor ou o maior valor da curva padrdao. Uma vez
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estabelecido o valor da amostra, distribui-se os diferentes grupos nos pogos em

duplicata com volume final de 200 pL, colocando-se primeiramente o reagente
Bradford (maior quantidade) e por ultimo a amostra (menor quantidade). Com auxilio
de uma pipeta faz-se a homogeneizagao. A leitura da placa foi realizada com leitor
de ELISA (Modelo 550, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) no comprimento de onda de

595 nm.

4.5.2 Medida de dano oxidativo

O dano oxidativo foi mensurado através da peroxidagao lipidica, a qual é
avaliada pela concentragcdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA)
(DRAPER & HADLEY, 1990). O acido tiobarbiturico reage com lipidios de membrana
oxidados, gerando um subproduto da lipoperoxidagdo (malondialdeido, MDA). O
MDA reage com o &acido tiobarbiturico (TBA), gerando um produto de cor rosa
analisado em espectrofotobmetro (Ultrospec 2100 pro, Amersham-Biosciences,
Buckinghamshire, Inglaterra). Aliquotas do homogeneizado pulmonar dos grupos
SAL e CYN, nos respectivos tempos (200 pL), foram desproteinizadas com 800 uL
de 10% de acido tricloroacético e centrifugadas a 900 g por dez minutos. O
sobrenadante (500 pL) foi misturado com 500 uyL de TBA 0,67%. A mistura foi
aquecida por 30 min em agua fervente e, entao, resfriada em temperatura ambiente
por 5 min. A fase organica, contendo o cromégeno rosa, foi extraida com 750 uL de
n-butanol e a absorbancia em 532 nm mensurada utilizando-se o espectrofotdbmetro
(Ultrospec 2100 pro, Amersham-Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra). A
concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (nmol/mg proteina)

foram expressos com base em uma curva padrao de malondialdeido purificado.
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4.5.3 Superoéxido dismutase (SOD)

A analise bioquimica que avalia a atividade da enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD) foi feita a partir da inibicdo da auto-oxidagdo da
adrenalina. Homogenatos pulmonares dos seis grupos experimentais (diferentes
volumes: 10, 20 e 30 uL) foram diluidos em tampé&o glicina (acido amino acético 3,75
mg/mL + 200 mL de agua destilada, em pH = 10,2), catalase (2,4 mg/mL de agua
destilada) e adrenalina (60 mM). Foi realizada uma curva cinética desta enzima,
mensurada a cada 10 segundos, durante 3 minutos para cada amostra. A mudancga
de cor na mistura foi detectada por espectrofotdmetro, através da absorbancia em
480 nm. Os valores de SOD foram corrigidos pelo valor da proteina de cada amostra

(U SOD/mg proteina) (BANNISTER & CALABRESE, 1987).

4.5.4 Catalase (CAT)

A analise bioquimica que avalia a atividade da enzima antioxidante catalase
(CAT) foi realizada através da mensuragcéo do consumo de peroxido de hidrogénio
(AEBI, 1984). Os produtos gerados pela catdlise liberam energia e apresentam
absorbancia de 240 nm, sendo determinados através de um espectrofotdmetro.
Assim, misturou-se 60 yL do homogenato pulmonar dos seis grupos experimentais
com tampao fosfato e peréxido de hidrogénio 1,4 pL/mL. Os valores de CAT foram

corrigidos pelo valor de proteina de cada amostra (U CAT/mg proteina).
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4.5.5 Mieloperoxidase (MPO)

Aliquotas do homogenato pulmonar (100 pL) foram submetidas a adigéo de
0,5 mL de HTBA (brometo de cetildimetiletiambnio) em temperatura ambiente por 20
min. Apds esse periodo, as amostras foram acondicionadas em estufa a 60°C por 2
horas. O material foi, entdo, centrifugado a 14000 g por 15 min. O sobrenadante
(600 pL) foi adicionado a 450 pL de TMB (3,4,5-acido trimetoxibenzdico, 8-
dietilamina-octil éster) e o substrato foi lido em leitor de ELISA (Modelo 550, Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA) a 655 nm. Os resultados foram referenciados com base
em uma curva padrao de mieloperoxidase vs. neutréfilos. Para a curva padrao, foi
utilizada mieloperoxidase purificada. O resultado foi expresso como atividade de

MPO (U/mg proteina) (SUZUKI et al., 1983).

4.6 ANALISE DE CYN POR ELISA

Para esta analise, o pulméo direito e o figado foram homogeneizados (0,1 g
de tecido/mL) em solugédo tampao, contendo EDTA (0,1 mM), DTT (1 mM), Tris-HCI
a pH = 7,0 (50 mM) e 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.

Amostras de citosol pulmonar e hepatico foram analisadas por ELISA para a
deteccao de CYN. O método utiliza anticorpos policlonais de coelho anti-CYN, com
reatividade cruzada também contra os congéneres de cilindrospermopsina. O
método ELISA competitivo direto, utilizado para estas analises, identifica o antigeno
(cilindrospermopsina) através de uma combinagdo de anticorpos secundarios (anti-

IgG) e anticorpos primarios anti-CYN. Foram utilizados kits de ELISA comerciais
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(Beacon Analytical Systems, Portland-ME, EUA), seguindo-se o protocolo
recomendado pelo fabricante. O limite de quantificacdo deste método corresponde a
15 pgl/L.

A quantificacdo do conteudo CYN no pulm&o e no figado foi realizada no
Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias, do Instituto de Biofisica

Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Sigma Stat 3.11
(Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA). Os valores finais foram expressos como

meédia + erro padrao da média (EPM).

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov
(com correcado de Lilliefors) para avaliar a normalidade de suas distribuicées. A
seguir foi aplicado o teste da mediana de Levene para verificar a igualdade de
variancias. Caso ambas as condi¢cbes fossem satisfeitas, era aplicada analise de
variancia para um fator (one-way ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni para
comparagdes multiplas, quando necessario. Caso contrario, era utilizado o teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis ANOVA “on Ranks”, seguido do teste de Dunn

para comparag¢des multiplas.

Os parametros de morfometria foram submetidos inicialmente a transformada
arcoseno para torna-los aproximadamente normais e posteriormente comparados,

utilizando-se os métodos descritos acima.

Em todos os testes, o nivel de significaAncia considerado foi de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1 MECANICA RESPIRATORIA

No intuito de avaliar temporalmente os efeitos decorrentes da instilagao i.t. de
CYN sobre a fungédo pulmonar de camundongos, foram medidos os parametros da

mecanica pulmonar in vivo.

Foi realizado um estudo piloto prévio somente com animais instilados com 50
ML de solugdo salina fisiolégica (0,9 % NaCl). Estes foram subdivididos em 2, 8, 24,
48 e 96 horas, de acordo com o tempo decorrido entre a instilacéo i.t. e a realizagao
dos experimentos. Como n&o foi observada diferenga significativa nos parametros
de mecéanica pulmonar entre os tempos analisados nos experimentos seguintes,
optamos por escolher os animais expostos a 96 h para representar o grupo SAL

(n=7).

Os valores de volume e fluxo utilizados durante o experimento sdo mostrados

na Tabela 1 e ndo variaram significativamente entre os grupos estudados.



Tabela 1: Fluxo e volume nos animais estudados.
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Fluxo (mL/s)

Volume (mL)

SAL
CYN2
CYNS8

CYN24
CYN48
CYN96

1,00 + 0,01
1,01 £ 0,01
1,00 + 0,01
1,01 + 0,01
1,01 £ 0,01
1,00 + 0,01

0,20 = 0,01
0,20 = 0,01
0,19 £ 0,01
0,20 +£ 0,01
0,20 + 0,01
0,20 +£ 0,01

Os valores representam média

EPM de 5-7 animais por grupo (10 determinacgdes por

animal). Os animais receberam instilagado intratraqueal de salina (SAL; 0,9 % NaCl - 50 L),

ou de extrato semi-purificado de cilindrospermopsina (CYN; 70 ug/kg de peso corpoéreo). As
andlises foram realizadas 2, 8, 24, 48 e 96 horas apods a instilacéo i.t. SAL (n=7), CYN2
(n=5), CYN8 (n=5), CYN24 (n=5), CYN48 (n=4) e CYN96 (n=7) (p<0,05).
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Os parametros de mecanica pulmonar (Est, AE, AP1, AP2 e APtot)
observados nos animais dos grupos SAL e CYN, nos respectivos tempos, estao
representados nas Figuras 8 e 9. A Figura 8 mostra a elastédncia (Est) e o
componente viscoelastico da elastancia (AE). Est foi significativamente maior nos
animais dos grupos CYN24 e CYN48, quando comparados com SAL, demostrando
que a lesao provocada pela CYN fez com que os pulmdes ficassem mais rigidos
apo6s 24 horas, ocorrendo o pico deste efeito em 48 horas de exposicdo a toxina. Da
mesma forma, o grupo CYN48 mostrou aumento significativo de AE em relagdo ao

SAL.

O grupo CYN48 apresentou, ainda, aumento significativo de presséo
necessaria para vencer os componentes viscoelasticos e/ou inomogéneos (AP2) em
relagdo ao grupo SAL (Figura 9), indicando alteragdo da funcéo relacionada a
periferia pulmonar 48 h apds a instilagdo de CYN. Nao houve diferenga significativa
entre os grupos CYN2 e SAL, nem entre CYN8, CYN24 e CYN96 em relagdo a SAL
e CYN48. Para os valores de pressao necessaria para vencer o componente
resistivo, relacionado as vias aéreas mais centrais (AP1), e variagao de pressao total
no pulméo do pulmé&o (APtot), ndo foi observada diferenca significativa entre os
grupos analisados. Os dados de mecanica pulmonar de cada animal,

separadamente, sdo apresentados no anexo A.
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Figura 8. Elastancia estatica (Est) do pulmdo e componente viscoelastico da elastancia
(AE). Os valores representam média + EPM de 5-7 animais por grupo (10 determinagdes por
animal). Os animais receberam instilacao intratraqueal de salina (SAL; 0,9 % NaCl - 50 uL),
ou de extrato semi-purificado de cilindrospermopsina (CYN; 70 ug/kg de peso corpéreo). As
analises foram realizadas 2, 8, 24, 48 e 96 horas apos a instilagao i.t. SAL (n=7), CYN2
(n=5), CYN8 (n=5), CYN24 (n=5), CYN48 (n=4) e CYN96 (n=7). Letras diferentes indicam

valores significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 9. PressGes necessarias para vencer o componente resistivo (AP1),
viscoelastico/inomogéneo (AP2) e total (APtot) do pulm&o. Os valores representam média +
EPM de 5-7 animais por grupo (10 determinagdes por animal). Os animais receberam
instilagdo intratraqueal de salina (SAL; 0,9 % NaCl - 50 pL), ou de extrato semi-purificado de
cilindrospermopsina (CYN; 70 ug/kg de peso corpéreo). As analises foram realizadas 2, 8,
24, 48 e 96 horas ap0s a instilagéo i.t. SAL (n=7), CYN2 (n=5), CYN8 (n=5), CYN24 (n=5),
CYN48 (n=4) e CYN9G6 (n=7). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes
(p<0,05).
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5.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA
Visando a fundamentar os achados funcionais e avaliar o comprometimento
tecidual decorrente da administragao intratraqueal de CYN, foram realizadas

analises qualitativas e quantitativas no tecido pulmonar.

5.2.1 Analise qualitativa

A Figura 10 apresenta fotomicrografias do parénquima pulmonar dos grupos
SAL e CYN, nos respectivos tempos. Podemos notar que a administragao i.t. de
CYN provocou inflamagao do parénquima pulmonar, evidenciada pela presenca de
espessamento de septo e edema alveolar nos grupos CYN. Além disso, os animais
do grupo CYN48 apresentaram maior area de colapso alveolar em comparagao com

os demais.
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Figura 10. Fotomicrografias de parénquima pulmonar (200x) corada com hematoxilina-
eosina. A) SAL, B) CYN2, C) CYNS8, D) CYN24, E) CYN48 e F) CYN96. As analises foram
realizadas 2, 8, 24, 48 e 96 h apods a instilacido i.t. de salina ou extrato semi-purificado de
cilindrospermopsina (CYN; 70 ug/kg de peso corpéreo).
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5.2.2 Analise quantitativa
As Figuras 11 e 12 apresentam as anadlises histologicas quantitativas do

parénquima pulmonar dos animais dos grupos SAL e CYN, nos respectivos tempos.

A partir de 8 horas apds a instilacao intratraqueal de CYN, observou-se
aumento gradual de colapso alveolar, alcangando o pico do efeito em 48 horas. Logo
apo6s, houve redugao do mesmo em 96 horas, porém sem retornar ao nivel de SAL
(Figura 11). A fracdo de area de alvéolos normais foi significativamente menor nos

grupos CYN em comparagao ao SAL.

Além disso, foi observado um aumento significativo do numero de células
inflamatdrias polimorfonucleares (PMN) nos alvéolos e septos alveolares a partir de
24 horas apo6s instilagao i.t. de CYN, sem retornar ao nivel de SAL (Figura 12). Os

dados de cada animal individualmente sao apresentados nos anexos B e C.
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Figura 11. Percentual de alvéolos colapsados, sendo 100% o numero total de alvéolos de
cada campo. Os valores representam média + EPM de 5-7 animais por grupo (10 campos
nao-coincidentes por animal). Os animais receberam instilagédo intratraqueal de salina (SAL;
0,9 % NaCl - 50 yL), ou de extrato semi-purificado de cilindrospermopsina (CYN; 70 pg/kg
de peso corporeo). As analises foram realizadas 2, 8, 24, 48 e 96 horas apods a instilagao i.t.
SAL (n=7), CYN2 (n=5), CYN8 (n=5), CYN24 (n=5), CYN48 (n=4) e CYN96 (n=7). Letras

diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 12. Percentual de células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN). Os
valores representam média + EPM de 7-9 animais por grupo (10 campos nao-coincidentes
por animal). Os animais receberam instilagdo intratraqueal de salina (SAL; 0,9 % NaCl - 50
ML), ou de extrato semi-purificado de cilindrospermopsina (CYN; 70 pg/kg de peso
corporeo). As andlises foram realizadas 2, 8, 24, 48 e 96 horas apés a instilagédo i.t. SAL
(n=7), CYN2 (n=5), CYN8 (n=5), CYN24 (n=5), CYN48 (n=4) e CYN96 (n=7). Letras

diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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5.2.3 Atividade da mieloperoxidase

Visando a avaliar a resposta inflamatéria induzida por CYN, quantificamos a
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), importante indicadora da presencga de
neutréfilos nos tecidos. Notamos que os grupos que receberam CYN apresentaram
maior atividade de MPO em relagdo ao grupo SAL, a partir de 24 h (Figura 13). Os

valores de cada animal encontram-se no anexo D.
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Figura 13. Atividade da mieloperoxidase (MPO) no pulm&o de animais que receberam
instilagdo intratraqueal de salina (SAL; 0,9 % NaCl - 50 pL) ou extrato semi-purificado de
cilindrospermopsina (CYN; 70 ug/kg de peso corpéreo). As analises foram realizadas 2, 8,
24, 48 e 96 horas ap0s a instilagéo i.t. SAL (n=5), CYN2 (n=5), CYN8 (n=5), CYN24 (n=4),
CYN48 (n=5) e CYN9G6 (n=5). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes
(p<0,05).
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5.3 ENSAIOS BIOQUIMICOS DE ESTRESSE E DANO OXIDATIVO
Visando a avaliar o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes sofrido pelo
pulméo apos exposi¢cado a CYN, foram realizados ensaios bioquimicos que medem a

atividade das enzimas antioxidantes ou de marcadores de estresse e dano oxidativo.

A figura 14 mostra a atividade da superéxido dismutase (SOD). A atividade
desta enzima aumentou significativamente em 2 e 8 horas apo6s exposigdo a CYN,
comparados com SAL e os demais tempos decorridos da exposicédo. Foi possivel
observar que a atividade desta enzima retorna ao nivel de SAL 24 h apds exposigao
a toxina. Os dados de cada animal separadamente sao apresentados no anexo E.

A figura 15 apresenta a atividade de catalase (CAT) no pulmdo. A atividade
da catalase diminuiu significativamente apdés 48 horas de exposicdo a CYN,

comparada com SAL. Os valores de cada animal encontram-se no anexo F.

Na figura 16, observa-se maior dano oxidativo a partir de 8 horas,
representado por uma maior concentragcdo de substdncias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). Este dano perdura até 48 horas apds a administracdo i.t. de

CYN. Os valores de cada animal encontram-se no anexo G.
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Figura 14: Atividade da superoéxido dismutase (SOD) no pulmao de animais que receberam
instilacao intratraqueal de salina (SAL; 0,9 % NaCl - 50 pL) ou extrato semi-purificado de
cilindrospermopsina (CYN; 70 ug/kg de peso corpéreo). As analises foram realizadas 2, 8,
24, 48 e 96 horas ap6s a instilagéo i.t. SAL (n=5), CYN2 (n=5), CYN8 (n=5), CYN24 (n=5),
CYN48 (n=4) e CYN96 (n=5). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes
(p<0,05).
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Figura 15. Atividade de catalase no pulmdo de animais que receberam instilacdo
intratraqueal de salina (SAL; 0,9 % NaCl - 50 pL) ou extrato semi-purificado de
cilindrospermopsina (CYN; 70 ug/kg de peso corpéreo). As analises foram realizadas 2, 8,
24, 48 e 96 horas ap6s a instilagéo i.t. SAL (n=5), CYN2 (n=5), CYN8 (n=5), CYN24 (n=4),
CYN48 (n=5) e CYN96 (n=5). Letras diferentes indicam valores significativamente
diferentes (p<0,05).
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Figura 16: Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no pulmao de animais que
receberam instilagdo intratraqueal de salina (SAL; 0,9 % NaCl - 50 yL) ou extrato semi-
purificado de cilindrospermopsina (CYN; 70 ug/kg de peso corpoéreo). As analises foram
realizadas 2, 8, 24, 48 e 96 horas ap0s a instilagao i.t. SAL (n=5), CYN2 (n=5), CYNS8 (n=5),
CYN24 (n=5), CYN48 (n=4) e CYN96 (n=5). Letras diferentes indicam valores

significativamente diferentes (p<0,05).
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5.4 QUANTIFICAGAO DE CILINDROSPERMOPSINA POR ELISA

Com o intuito de avaliar a presenga de CYN nos pulmdes e no figado dos
camundongos, utilizamos um método imunoenzimatico sensivel e especifico. A
analise por ELISA detectou a presenca de CYN no homogenato dos pulmdes e
figado de animais dos seis grupos estudados. No pulmao, foi observada maior
concentracdo de CYN no tempo de 2 horas apoés a instilagao i.t. da toxina. Esta
concentracdo diminuiu gradualmente ao longo dos tempos analisados, sendo
significativamente menor nos grupos CYN24, CYN48 e CYN96, comparados com 0s
demais.

A andlise do figado evidenciou a presengca de CYN em todos os tempos
analisados, sendo significativamente maior 96 horas ap6s a exposicédo a CYN, em
relagdo aos demais tempos amostrais (Figura 17). Os dados de cada animal para
puimdo e figado sdo apresentados separadamente nos anexos H e |,

respectivamente.
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Figura 17. Analise quantitativa de CYN no pulméao e figado pelo método ELISA. O grafico
mostra a concentragcdo da toxina nos tecidos dos animais submetidos a instilacéo i.t. de
extrato semi-purificado de cilindrospermopsina (CYN; 70 ug/kg de peso corpéreo). As
analises foram realizadas 2, 8, 24, 48 e 96 horas apods a instilagao i.t. CYN2 (n=5), CYN8
(n=5), CYN24 (n=5), CYN48 (n=5) e CYN96 (n=5). Letras diferentes indicam valores

significativamente diferentes (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo € inédito por mostrar as repercussdes pulmonares
decorrentes da exposi¢cdo a dose subletal de CYN em camundongos previamente
saudaveis. Observamos alteracdo da fungcdo pulmonar, com aumento de elastancia
e viscoelasticidade, indicando uma maior dificuldade para a insuflagdo pulmonar. As
alteracbes funcionais foram provavelmente secundarias a presenca de colapso
alveolar e inflamacédo do parénquima pulmonar, caracterizada por edema e influxo
de células inflamatdrias. A exposigcdo a toxina também levou ao aumento da
atividade da enzima MPO e produgédo de espécies reativas de oxigénio, indicando

presenca de estresse e dano oxidativos no tecido pulmonar.

Os camundongos utilizados neste estudo sofreram randomizagéo no tocante
ao efeito da administragdo de salina ou extrato semi-purificado de CYN, entretanto,
alguns animais morreram apos anestesia. Nao houve o6bito apds injecédo de CYN,
uma vez que a dose escolhida esta abaixo da DLso.

Uma parte importante da interpretacdo 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 préxima a humana possui a melhor correlagédo clinica. Os
modelos experimentais auxiliam na compreensdo dos fendmenos naturais e
possibilitam o estudo de estruturas e 6rgéos de dificil acesso em seres humanos. O
facil manejo e a possibilidade de controlar as variaveis ambientais, sociais e
patolégicas em animais de experimentacdo também justificaram, no nosso
experimento, a escolha de pequenos animais. Algumas espécies de camundongo e
rato tém sido utilizadas para avaliar os efeitos da CYN nos diferentes sistemas, de

modo que ja sdo conhecidos os valores da DLs, desta toxina. Sendo assim,
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escolhnemos camundongos BALB/c machos adultos, os quais sdo comumente
utilizados para estudos com CYN e ndo necessitam de um periodo muito longo de
tempo para se encontrarem em condigdes de uso, apdés seu nascimento. Um
aspecto que deve ser ressaltado quanto ao uso de animais dessa linhagem diz
respeito ao fato desta ser isogénica. Para alguns estudos, esta pode ser uma
caracteristica importante para a correta interpretacdo dos resultados, uma vez que o
padrdo de resposta observado ndo apresentara grande variabilidade em cada
tratamento. Neste estudo, a utilizagdo de cinco a sete camundongos por grupo foi
suficiente para detectar diferencas significativas entre os mesmos.

No presente estudo, medidas da funcdo pulmonar foram usadas como
instrumentos para analisar os efeitos decorrentes da administracdo i.t. de CYN.
Mensurar parametros da funcdo pulmonar em animais tdo pequenos quanto os
camundongos representa um desafio. Entretanto, estda comprovado que, com o
equipamento adequado, como foi o caso do presente estudo, as medidas séo fiéis e
fornecem informagdes importantes para a compreensao dos mecanismos envolvidos
nas doencgas pulmonares (IRVIN & BATES, 2003).

Foi observado aumento significativo dos parametros de fungdo pulmonar nos
grupos CYN apds 24 h decorridas da exposicdo a toxina, em relagdo ao SAL
(Figuras 8 e 9). O método de oclusdo das vias aéreas ao final da inspiragdo
apresenta a vantagem de individualizar variagbes de pressées em seus
componentes resistivos, elasticos e viscoelasticos e/ou inomodgeneos (BATES et al.,

1985a). Detectamos aumento na elastancia estatica (Est), componente viscoelastico
da elastancia (AE) e pressdo necessaria para vencer os componentes viscoelasticos

e/ou inomogéneos (AP2), indicando um enrijecimento do pulm&o, mais relacionado a

periferia. E bem documentado que a mecanica do tecido pulmonar é fortemente
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afetada pela estrutura e composicdo do parénquima pulmonar (SANTOS et al.,
2006). Tais achados funcionais podem ser explicados pelas altera¢gdes morfolégicas
do parénquima pulmonar evidenciadas na microscopia Optica e pela analise da
enzima MPO, discutidos adiante (Figuras 10, 11, 12 e 13). As alteragbes funcionais
induzidas pela CYN foram progressivas, atingindo significancia 48 h apds a
exposi¢cao, com regressao a valores semelhantes aos basais em 96 h, sugerindo
uma possivel reversao espontanea do processo de lesdo.

O colapso alveolar nos grupos CYN, mais marcadamente em CYN48 (Figura
11), acarretou heterogeneidade do parénquima pulmonar, provavelmente
contribuindo para o aumento de Est, AE e AP2. Os fatores que podem ter influido
neste aumento de colapso foram a distorcdo dos alvéolos patentes, processo
inflamatério e disfungdo do surfactante pulmonar. O processo inflamatdrio,
evidenciado pelo espessamento do septo alveolar, aumento do montante de células
polimorfonucleares, atividade de MPO e presengca de edema no tecido pulmonar
(Figuras 10, 12 e 13), 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.

Em nosso trabalho, foi medida a atividade da enzima mieloperoxidase (Figura
13), importante marcadora de leucécitos PMN em um processo inflamatorio
(SUZUKI et al., 1983). A Figura 16 mostra aumento significativo de MPO a partir de
24 h de exposicdo nos grupos CYN em comparacdo ao SAL. Tal dado esta de
acordo com o montante de células PMN encontrado no parénquima pulmonar dos
grupos CYN analisados (Figura 12), corroborando a presenca de processo

inflamatorio pulmonar.
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A presenga de CYN foi detectada no pulméo e no figado dos grupos expostos
a toxina, porém com caracteristicas diferentes (Figura 17). O método ELISA foi
capaz de detectar a presenca de CYN no pulmao em baixas concentragdes apos a
injecao de CYN, apresentando redugéo significativa a partir de 24 h. Esta diminuigéo
pode ser explicada pelo fato de o pulmdo ndo ser érgéo alvo principal, nem
armazenador de CYN. No figado, a concentragdo de CYN foi consideravelmente
maior do que a observada no pulméo, sendo detectada ja 2 horas apds a exposigao,
com aumento significativo em 96 h, indicando maior afinidade da CYN pelas células
hepaticas. O figado é o principal 6érgdo do metabolismo xenobidtico, sendo
importante armazenador e detoxificador, enquanto os rins sdo particularmente
sensiveis a agdo da CYN e participam de seu processo de excregdo (NORRIS et al.,
2001).

Relatos na literatura reportam que a dose letal necessaria para matar 50 %
(DLso) dos animais em 5 dias € 10 vezes menor do que a necessaria para matar os
mesmos animais em 24 horas (0,2 ug/kg de peso corpdéreo e 2,0 ug/kg de peso
corporeo, respectivamente), indicando, portanto, diferengas no mecanismo de
toxicidade ao longo do tempo (NORRIS et al., 2001). A interpretagao sugerida para
este comportamento € o efeito de metabdlitos da CYN formados por reagdes
catalisadas pela citocromo P450. Desta forma, sua toxicidade aguda seria P450-
dependente, em consequéncia da formacdo de metabdlitos mais tdxicos, enquanto
que a toxicidade tardia resultaria da inibicao da sintese proteica ou uma combinacéao
dos dois efeitos (RUNNEGAR et al., 1995; SHAW et al., 2000; NORRIS et al., 2002).
O comportamento temporal das alteragdes funcionais do pulméo, juntamente com o
tempo de detecgdo da toxina no pulméo e figado, observados no presente estudo

sugere que seu efeito sobre a fungdo pulmonar seja secundario as reacoes
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inflamatdérias e de estresse oxidativo induzidas pela CYN. Adicionalmente, nao
podemos descartar um possivel efeito indireto e tardio sobre a funcdo pulmonar,
decorrente da recirculagao da toxina.

O tipo mais comum de intoxicacdo envolvendo cianobactérias € causado por
hepatotoxinas, sendo os seus efeitos sobre tecidos nao-hepaticos pouco
investigados. Estudos prévios de nosso grupo (PICANCO et al., 2004; SOARES et
al., 2007; CARVALHO et al., 2010) mostraram que dose subletal (40 pg/kg de peso
corporeo, i.p.) de microcistina-LR (MCYST-LR), a hepatotoxina mais frequente em
floracbes de cianobactérias e a mais estudada, provoca aumento de todos os
componentes da mecanica respiratdria, com influxo de células polimorfonucleares.
As alteracbes induzidas por MCYST-LR sao precoces e duradouras, sendo
observadas ja apdés 2 h de exposigdo e permanecendo até 4 dias. Além disso, o
processo inflamatério € capaz de gerar dano ao tecido pulmonar, através da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelas células de defesa ativadas,
como neutrofilos, monécitos e macréfagos (MORENO et al.,, 2005). No presente
estudo, CYN, apesar de ter sido injetada por via intratraqueal, i.e., administracéo
pulmonar direta, induziu alteragcdes funcionais mais tardias do que as observadas
apo6s exposicao a MCYST-LR.

Ainda s&o bastante escassos os achados na literatura acerca dos efeitos no
pulméo decorrentes da exposicdo a CYN. Alguns estudos reportam alteracdes
histopatolégicas apenas de forma qualitativa, tais como congestdo e focos
hemorragicos no parénquima pulmonar apdés administragdo de dose letal de extrato
de Cylindrospermopsis raciborskii, produtora de cilindrospermopsina (HAWKINS et
al., 1985; HAWKINS et al., 1997; NORRIS et al., 2001; BERNARD et al., 2003;

PEGRAM et al., 2007). Em nossa analise histologica qualitativa, evidenciamos
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alteracdes do parénquima pulmonar, com espessamento de septo alveolar, areas de
colapso e edema alveolar nos grupos CYN. Entretanto, ndo observamos hemorragia
intra-alveolar, possivelmente devido a menor dose de toxina utilizada (dose subletal).

Vale ressaltar que administramos dose subletal da toxina por via intratraqueal,
i.e., via direta para os pulmdes, enquanto os estudos com doses letais utilizaram via
intraperitoneal. Como os pulmdes sédo 6rgéaos bem irrigados por capilares, € bastante
provavel que a toxina administrada i.t. seja capaz de circular pela corrente
sanguinea e alcangar diversos 6rgaos, incluindo o figado, rins, bago e intestinos
(SHAW et al., 2000; NORRIS et al., 2001; HUMPAGE & FALCONER, 2003),
constituindo uma via de intoxicagcdo indireta. Sendo assim, observamos efeitos
diretos e/ou indiretos em todo o periodo das analises. Isto sugere que a toxina,
mesmo em pequenas concentragdes no pulmao (Figura 17), estaria presente na
circulacdo durante todo ou grande parte do periodo analisado, estimulando o
sistema imune, cuja resposta inflamatéria foi claramente observada no pulméao.

Com o objetivo de melhor entender os mecanismos indutores de o&bito
decorrentes dos efeitos de cianotoxinas, a maioria dos estudos na literatura avalia
doses letais de toxina (HAWKINS et al., 1985; NORRIS et al., 2001). No entanto, ha
evidéncias de que populagdes abastecidas por reservatérios que apresentam
extensas floragdes de cianobactérias podem estar expostas a baixos niveis de
toxina por longos periodos (AZEVEDO, 1998; LAMBERT et al., 1994). Deve-se ter
em mente que a exposicdo de animais e humanos a pequenas concentragdes de
CYN na agua é certamente mais frequente do que a intoxicagéo letal.

Os mecanismos envolvidos na toxicidade e metabolizacdo da CYN ainda ndo
sdo completamente conhecidos. A captacdo de CYN pelo hepatécito parece

envolver dois sistemas de transporte: sistema de transporte de acidos biliares,
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semelhante a MCYST-LR, e difusdo passiva (SUKENIK et al., 2001; CHONG et al.,
2002; HEDIGER et al., 2004; FROSCIO et al., 2009). Ja foi descrito que a CYN atua
na inibicdo da sintese proteica (TERAO et al, 1994). Inicialmente, um dos
mecanismos propostos foi a ligacdo de um metabdlito ativo ao DNA ou RNA, com
consequente bloqueio da transcrigdo ou tradugao (SHAW et al., 2000). Estudos em
culturas de hepatdcitos de ratos mostraram algumas vias de toxicidade, envolvendo
a oxidagao de um metabdlito da CYN através da CYP450 (RUNNEGAR et al., 1995),
ou através da inibicdo da sintese de proteinas, mecanismo que nao requer a
metabolizacdo da CYN (FROSCIO et al., 2001; 2003).

O envolvimento do sistema enzimatico da CYP450 no metabolismo da CYN
foi observado através da protecéo parcial da citotoxicidade e deplegéao de glutationa
celular apos pré-tratamento com a-naftoflavona, inibidor de CYP450 (RUNNEGAR
et al., 1995; NORRIS et al., 2002). Em 2005, Humpage e colaboradores realizaram
estudos in vitro com hepatocitos de camundongos e observaram que a redugao dos
niveis de glutationa ndo leva ao aumento dos niveis de espécies reativas de
oxigénio, sugerindo nao ser este um mecanismo primario de toxicidade da CYN.
Além disso, estudos envolvendo o papel da CYP450 na hepatotoxicidade da CYN,
mostram que a histopatologia do figado é mais afetada na regido periacinar, onde
ocorre o metabolismo xenobidtico catalisado pela CYP450.

Ja foi relatado que a citotoxicidade e a genotoxicidade induzida pela CYN
pode estar associada com a formacao de ERO e apoptose nos hepatdcitos (DING et
al., 1998; 2003). O pulmao também pode ser danificado pelo processo inflamatério,
através da producdo de ERO pelas células de defesa ativadas (MORENO et al.,

2005). Esse fenbmeno explicaria o aumento do colapso alveolar nos camundongos
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injetados com CYN, uma vez que pneumdcitos tipo Il danificados ndo produzem
surfactante em quantidades adequadas.

Como resultado do estresse oxidativo, ocorre ativacdo do sistema de defesa
antioxidante, a fim de reduzir o dano tecidual. Neste estudo, foram avaliadas, pela
primeira vez, algumas enzimas envolvidas na cadeia do estresse oxidativo (SOD e
CAT), bem como o dano oxidativo, através de indicadores de peroxidacéao lipidica
(TBA), em amostras de tecido pulmonar de camundongos intoxicados com CYN
(Figuras 14, 15 e 16, respectivamente).

O sistema SOD-CAT é a primeira linha de defesa contra as ERO (FORONJY
et al., 2006). SOD catalisa a dismutagédo do anion superdxido a oxigénio molecular e
peréxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio € detoxificado pela atividade da
CAT e geralmente ambas respondem apos exposi¢do a um contaminante (PANDEY
et al., 2003). O presente trabalho identificou aumento na atividade da SOD apés 2 e
8 horas de exposicdo a CYN (Figura 14), confirmando a ocorréncia de estresse
oxidativo no pulm&o. Sugerimos que a toxina € capaz de aumentar a producéo do
anion superoxido, e como este é catalisado pela SOD, sua atividade € aumentada
imediatamente. A partir de 24 horas de exposicdo a CYN, esta enzima diminuiu sua
atividade, até retornar ao nivel de SAL em 96 horas. Associado a este fato,
encontramos reducdo da concentragdo de CYN no pulmdo durante os tempos
analisados, sugerindo o envolvimento da SOD como primeira linha de defesa
antioxidante, frente ao agente agressor.

Por outro lado, a enzima CAT manteve-se em niveis semelhantes aos do
controle até 24 h apos exposicdo a CYN, apresentando redugéo significativa de
atividade mais tardiamente, somente apds 48 e 96 horas. Estes dados corroboram

os achados descritos no paragrafo anterior. Uma vez que a CAT participa da
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catalisagdo do peroxido de hidrogénio em agua, sua atuagao depende do substrato
de SOD, o perdxido de hidrogénio. Além disso, a diminuigdo da atividade de CAT em
CYN48 e CYN96 condiz com o aumento da atividade de MPO nestes grupos (Figura
13). A MPO também utiliza como substrato o peroxido de hidrogénio, cuja afinidade
€ maior por MPO, comparado com CAT. Uma vez que o perdxido de hidrogénio é
uma ERO estavel, foi capaz de reagir mais com a MPO a partir de 24 h apos
exposicdo a CYN, formando outra ERO, o acido hipocloroso, que também
possivelmente contribui para o desequilibrio redox nas células.

Peroxidagao lipidica (ou lipoperoxidagdo) é uma cascata de eventos e cada
evento da reagado, a partir do radical lipidico, gera um subproduto que pode ser
dosado para quantificar dano oxidativo (JAYARAJ et al., 2006; WENG et al., 2007).
O TBA esta no inicio dessa cascata de eventos. Producido de espécies reativas de
oxigénio no pulmdo de camundongos ja foi previamente identificada apds
administragdo de outras cianotoxinas, como a microcistina-LR (CARVALHO et al.,
2010). Para esta, ja foi descrito tanto aumento quanto redugédo de atividade das
enzimas antioxidantes em outros tecidos, com consequente aumento da producao
de ERO (MORENO et al., 2005; PRIETO et al., 2006). Além disso, o figado tem sido
descrito como o 6rgédo mais importante envolvido na regulagdo do metabolismo
redox; logo, o seu equilibrio oxidativo pode ser mais significativamente afetado pelas
hepatotoxinas (PRIETO et al., 2006). No entanto, ndo existem estudos relacionando
a exposicdo a CYN com o estresse oxidativo pulmonar, portanto nosso trabalho
procurou invetigar tal processo. Foi observado aumento significativo da peroxidagao
lipidica a partir de 8 horas, que perdurou até 48 horas apos exposicdo a CYN,
retornando aos niveis de SAL em 96 horas (Figura 16). Podemos afirmar, entdo, que

a condicdo de dano oxidativo se instalou no pulmdo destes animais, como
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consequéncia do desequilibrio antioxidante observado nos animais expostos a CYN.
De modo geral, acreditamos que este desequilibrio pode ter sido capaz de aumentar
a fracdo de areas de colapso alveolar a partir de 8 h, bem como levar ao maior
numero de células inflamatdrias para o pulmao, indicado pelo aumento de atividade
da enzima MPO e influxo de PMN a partir de 24 h apds exposicdo a CYN. Tais
alteracbes associadas podem ter contribuido para o comprometimento funcional
pulmonar apds 48 h de exposi¢cdo a CYN, tornando os pulmdes mais rigidos.

Tendo em vista o grande impacto que a contaminagdo por cianotoxinas
exerce na saude publica, este estudo foi capaz de contribuir para a compreensao
dos efeitos pulmonares funcionais, histolégicos e bioquimicos decorrentes da

administragao intratraqueal unica de CYN em camundongos.
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7 CONCLUSOES

> A administragao de dose subletal de CYN via i.t. provocou
alteracbes funcionais no pulm&o, caracterizadas pelo aumento das

propriedades elasticas e viscoelasticas e/ou inomogéneas pulmonares.

> Uma unica instilagao i.t. de CYN foi capaz de produzir
ERO, causando desbalangco das enzimas antioxidantes, com consequente

estresse e dano oxidativos no tecido pulmonar.

> Houve instalacdo do processo inflamatorio apos
exposicdo a CYN, caracterizado pelo aumento do percentual de areas
colapsadas, influxo de células PMN no parénquima pulmonar e atividade

aumentada da MPO.
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8 PERSPECTIVAS

> Aumentar o tempo de estudo apés instilacdo de CYN, a

fim de avaliar a possibilidade de recirculagao da toxina.

> Avaliar se ocorre metabolizacdo da toxina no pulméo, por

atividade de glutationa.

> Avaliar a curva dose-resposta apos instilagdo i.t. de CYN.

> Estudar outras vias de exposicdo a CYN sobre o

processo inflamatdrio no pulmao, tais como intraperitoneal e intranasal.

> Aprofundar os estudos acerca dos fatores que acarretam
0 processo inflamatério no pulmao apdés administracdo de CYN, por

imunohistoquimica e dosagem de citocinas.

> Testar o potencial terapéutico do candidato a farmaco
LASSBio 596, hibrido da talidomida modificada e do sildenafil, inibidor das
fosfodiestarases 4 e 5 e do TNF-a, sobre o processo inflamatério pulmonar

induzido pela exposi¢cao a CYN.
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ANEXO A - Parametros da mecéanica pulmonar em cada animal dos grupos SAL,
CYN2, CYNS8, CYN24, CYN48 e CYN96.

SAL
Fluxo Volume Est Edyn AE AP1 AP2 APtot Ti
SAL1 1,01 0,20 18,94 22,38 3,45 1,02 0,71 1,72 0,20
SAL2 1,00 0,20 17,85 22,46 4,62 0,99 0,93 1,92 0,20
SAL3 1,00 0,20 17,18 22,48 5,30 1,18 0,99 2,18 0,20
SAL4 1,00 0,20 19,37 22,71 3,38 0,40 0,65 1,05 0,20
SALS 0,99 0,20 15,64 18,96 3,33 1,04 0,68 1,72 0,20
SAL6 1,03 0,20 15,81 22,01 6,19 0,95 1,16 2,12 0,19
SAL7 1,02 0,20 17,45 23,91 6,46 1,08 1,27 2,35 0,20
Média 1,01 0,20 17,46 22,13 4,67 0,95 0,91 1,87 0,20
DP 0,01 0,00 1,30 1,40 1,25 0,23 0,22 0,39 0,00
EPM 0,00 0,00 0,49 0,53 0,47 0,09 0,08 0,15 0,00
n 7 7 7 7 7 7 7 7 7
DP/Média 1,29% 1,33% 749% 6,35% 26,61% 2467% 24,89% 21,21% 1,94%
CYN2
Fluxo Volume Est Edyn AE AP1 AP2 APtot Ti
CYN2.1 1,01 0,20 18,45 22,87 4,42 0,92 0,91 1,82 0,20
CYN2.2 1,00 0,19 16,64 23,01 6,36 1,08 1,19 2,28 0,19
CYN2.3 1,00 0,20 16,13 19,45 3,33 0,94 0,68 1,62 0,20
CYN2.4 1,01 0,20 16,35 22,54 6,19 0,85 1,16 2,02 0,20
CYN2.5 1,01 0,20 24,38 29,37 4,99 0,94 1,03 1,97 0,19
Média 1,01 0,20 18,39 23,45 5,06 0,95 0,99 1,94 0,20
DP 0,00 0,00 3,10 3,24 1,13 0,07 0,19 0,22 0,00
EPM 0,00 0,00 1,39 1,45 0,50 0,03 0,09 0,10 0,00
n 5 5 5 5 5 5 5 5 S
DP/Média 0,25% 2,48% 16,89% 13,81% 22,37% 7,89% 19,02% 11,21% 2,44%
CYNS
Fluxo Volume Est Edyn AE AP1 AP2  APtot Ti
CYN8.1 1,00 0,20 23,09 30,99 4,78 0,74 1,02 1,76 0,20
CYNB8.2 0,97 0,19 22,97 27,71 5,39 0,74 1,08 1,83 0,20
CYN8.3 1,00 0,20 17,29 23,74 4,76 0,76 0,95 1,71 0,20
CYN8.4 1,00 0,20 26,09 35,14 6,05 0,66 1,26 1,93 0,20
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CYN8.5 1,00 0,20 18,92 30,83 4,64 0,82 0,95 1,77 0,20

Média 1,00 0,20 21,67 24,55 5,13 0,74 1,05 1,80 0,20

DP 0,01 0,00 3,16 3,52 0,53 0,05 0,11 0,07 0,00

EPM 0,00 0,00 1,41 1,57 0,23 0,02 0,05 0,03 0,00
n 5 5 5 5 5 5 5 5 5

DP/Media 1,25% 1,90% 1458% 12,79% 10,32% 6,69% 10,97% 4,15% 1.41%

CYN24
Fluxo Volume Est Edyn AE AP1 AP2 APtot Ti

CYN24 1 1,01 0,19 26,21 31,14 8,04 0,75 1,57 2,31 0,19
CYN24 2 1,00 0,20 22,31 29,10 6,14 0,73 1,20 1,94 0,20
CYN24 3 1,00 0,20 18,97 21,31 4,02 0,80 0,77 1,58 0,20
CYN24 4 1,01 0,20 29,09 3348 7,39 0,71 1,53 2,25 0,19
CYN24 5 1,01 0,20 26,18 2520 6,28 0,87 1,29 2,16 0,20

Média 1,01 0,20 25,28 28,05 6,37 0,77 1,27 2,05 0,20

DP 0,01 0,00 5,30 4,33 1,37 0,05 0,28 0,26 0,00

EPM 0,00 0,00 1,87 1,93 0,61 0,02 0,13 0,12 0,00
n 5 5 5 5 5 5 5 5 5

DP/Media  0,57%  1,14% 14,36% 15,43% 21,56% 7,43% 22,39% 13,05% 1.43%

CYN438
Fluxo Volume Est Edyn AE AP1  AP2 APtot Ti

CYN48.1 1,01 0,19 2961 38,16 8,54 0,74 1,68 2,42 0,19
CYN48.2 1,00 0,20 29,86 4164 11,77 0,68 2,32 3,01 0,20
CYN48.3 1,00 0,20 26,44 32,71 6,28 0,68 1,25 1,93 0,20
CYN48.4 1,01 0,20 27,43 34,83 7,40 0,92 1,44 2,36 0,19
CYN48.5 1,01 0,20 18,78 24,83 6,05 0,76 1,25 2,00 0,20

Media 1,01 0,20 26,42 34,43 8,01 0,76 1,59 2,34 0,20

DP 0,01 0,00 4,03 5,67 2,08 0,09 0,40 0,38 0,00

EPM 0,00 0,00 1,80 2,54 0,93 0,04 0,18 0,17 0,00
n 5 5 5 5 5 5 5 5 5

DP/Média 0,57% 1,14% 1527% 16,49% 26,00% 11,85% 25,32% 16,33% 1.43%

CYN96
Fluxo Volume Est Edyn AE AP1  AP2 APtot Ti

CYN96.1 1,01 0,19 20,47 2592 545 0,86 1,03 1,90 0,19
CYN96.2 1,00 0,20 17,27 24,48 7,21 0,93 1,43 2,36 0,20
CYN96.3 1,00 0,20 13,67 21,08 7,41 1,06 1,45 2,51 0,20
CYN96.4 1,01 0,20 22,76 27,55 4,78 1,05 1,03 2,08 0,19



CYN96.5
CYN96.6
CYN96.7

Média
DP
EPM
n

DP/Média 0,57%

1,01
0,99
1,00

1,01

0,01

0,00
7

0,20
0,21
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7
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0,96
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0,04
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0,21

0,08
7
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ANEXO B - Percentual de alvéolos normais e colapsados em cada animal dos

grupos SAL, CYN2, CYN8, CYN24, CYN48 e CYN9G6.

SAL
%NORMAL %COLAPSO
SAL1 75,52 24,48
SAL2 68,40 31,60
SAL3 81,35 18,65
SAL4 83,93 16,07
SAL5 67,34 32,66
SAL6 69,80 30,20
SAL7 77,39 22,61
Média 74,82 25,18
DP 6,04 6,04
EPM 2,28 2,28
n 7 7
DP/Média 8,0% 24,0%
CYN2
%NORMAL %COLAPSO
CYN2.1 75,41 24,59
CYN2.2 63,78 36,22
CYN2.3 65,51 34,49
CYN2.4 68,47 31,53
CYN2.5 59,19 40,81
Média 66,47 33,53
DP 5,39 5,39
EPM 2,41 2,41
n 5 5
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DP/Média 8,1% 16,1%
CYNS
%NORMAL %COLAPSO
CYNS8.1 76,70 23,30
CYN8.2 45,64 54,36
CYN8.3 58,68 41,32
CYN8.4 49,68 50,32
CYN8.5 53,90 46,10
Média 56,92 43,08
DP 10,80 10,80
EPM 4,83 4,83
n 5 5
DP/Média 18,9% 25,0%
CYN24
%NORMAL %COLAPSO
CYN24 1 50,72 49,28
CYN24.2 59,30 40,70
CYN24.3 58,70 41,30
CYN24.4 44,20 55,80
CYN24.5 52,48 47,52
Média 55,62 44,38
DP 7,95 7,95
EPM 3,00 3,00
n 5 5
DP/Média 14,3% 17,9%
CYN48
%NORMAL %COLAPSO
CYN48.1 25,94 74,06
CYN48.2 35,46 64,54
CYN48.3 30,06 69,94
CYN48.4 31,01 68,99
CYN48.5 32,90 67,10
Média 31,07 68,93
DP 3,16 3,16
EPM 1,41 1,41

n 5 5
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DP/Média 10,2% 4,6%
CYN96
%NORMAL %COLAPSO
CYN96.1 51,80 48,20
CYN96.2 37,24 62,76
CYN96.3 37,62 62,38
CYN96.4 60,04 39,96
CYN96.5 36,59 63,41
CYN96.6 52,63 47,37
CYN96.7 71,30 28,70
Média 44,66 55,34
DP 9,56 9,56
EPM 4,28 4,28
n 7 7
DP/Média 21,4% 17,3%

ANEXO C - Celularidade total e diferencial em cada animal dos grupos SAL, CYNZ2,
CYNS8, CYN24, CYN48 e CYN96.

SAL
PMN x 10°%/um? MN x 10°3/um? TOTAL x 10°3/um?
SAL1 10,4 2,3 12,8
SAL2 4,3 9,8 14,1
SAL3 4,8 8,5 13,3
SAL4 3,8 8,2 12,0
SAL5 3,9 9,3 13,1
SAL6 5,2 13,3 18,4
SAL7 7,3 12,2 19,4
Média 54 7,6 13,1
DP 2,5 2,7 0,2
EPM 1.1 1,2 0,1
n 7 7 7
DP/Média 46,1% 34,5% 5,3%
CYN2
PMN x 10°/um? MN x 103/um? TOTAL x 107 /um?
CYN2.1 9,2 4,0 13,2
CYN2.2 5,3 15,1 20,4

CYN2.3 9,5 10,2 19,7
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CYN2.4 1,2 16,0 17,2
CYN2.5 1,2 10,8 12,0
Média 5,6 11,6 17,2
DP 3,2 3,7 0,3
EPM 1,2 1,4 1,2
n 5 5 5
DP/Média 56,8% 31,7% 17,9%
CYNS8
PMN x 10°/um? MN x 10°%/um? TOTAL x 10°/um?
CYNS8.1 6,5 11,0 17,5
CYNS8.2 7.9 9,6 17,6
CYNS8.3 51 9,7 14,7
CYN8.4 4,9 10,7 15,6
CYN8.5 13,8 4.2 18,0
Média 7,6 9,0 16,7
DP 0,3 2,5 1,3
EPM 0,2 1,1 0,6
n 5 5 5
DP/Média 42, 7% 27,2% 7,7%
CYN24
PMN x 10°%/um? MN x 10°%/um? TOTAL x 10°/um?
CYN24.1 15,8 54 21,3
CYN24.2 14,0 3,7 17,6
CYN24.3 11,2 5,6 16,9
CYN24.4 11,6 4,1 15,7
CYN24.5 11,1 3,6 14,8
Média 12,8 4,5 17,2
DP 1,8 0,9 0,22
EPM 0,8 04 0,10
n 5 5 5
DP/Média 14,5% 19,1% 12,9%
CYN48
PMN x 10°%/um? MN x 10°%/um? TOTAL x 10°/um?
CYN48.1 15,8 54 21,3
CYN48.2 14,0 3,7 17,6
CYN48.3 11,9 52 17,1
CYN48.4 11,1 3,6 14,8
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CYN48.5 11,1 3,6 14,8
Média 12,8 4,3 17,1
DP 1,8 0,8 2,4
EPM 0,8 0,4 1.1
n 5 5 5
DP/Média 14,3% 18,9% 13,9%
CYN96
PMN x 107%/um? MN x 10°3/um? TOTAL x 10°%/um?
CYN96.1 11,0 2,9 13,9
CYN96.2 13,0 4,8 17,8
CYN96.3 13,6 3,1 16,7
CYN96.4 14,7 3,0 17,7
CYN96.5 9,7 59 15,6
CYN96.6 11,9 5,2 17,1
CYN96.7 12,1 2,7 14,9
Média 12,3 3,9 16,2
DP 1,5 1,2 1,4
EPM 0,6 0,5 0,5
n 7 7 7
DP/Média 12,6% 30,3% 8,4%

ANEXO D - Atividade da mieloperoxidase (MPO) em cada animal dos grupos SAL,

CYN2, CYNS8, CYN24, CYN48 e CYN96.

SAL
MPO (U/mg proteina)

SAL1 0,54

SAL2 0,36

SAL3 0,51

SAL4 0,79

SAL5 0,37

Média 0,52

EPM 0,10

n

5




CYN2
MPO (U/mg proteina)
CYN2.1 0,86
CYN2.2 1,18
CYN2.3 2,75
CYN2.4 1,25
CYN2.5 1,03
Média 1,42
EPM 0,34
n 5
CYN8
MPO (U/mg proteina)
CYNS8.1 1,24
CYN8.2 1,03
CYN8.3 1,15
CYN8.4 0,58
CYN8.5 1,07
Média 1,01
EPM 0,11
n 5
CYN24
MPO (U/mg proteina)
CYN24.1 3,99
CYN24.2 2,52
CYN24.3 3,93
CYN24.4 2,28
Média 3,18
EPM 0,45
n 4

CYN48

104
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MPO (U/mg proteina)

CYN48.1 7,25
CYN48.2 4,47
CYN48.3 6,76
CYN48.4 4,00
CYN48.5 5,26
Média 5,55
EPM 0,63
n 5
CYN96
MPO (U/mg proteina)
CYN96.1 3,74
CYNO96.2 2,42
CYN96.3 2,40
CYN96.4 5,09
CYN96.5 6,51
Média 4,03
EPM 0,79
n 5

ANEXO E - Niveis de superoéxido dismutase (SOD) em cada animal dos grupos
SAL, CYN2, CYN8, CYN24, CYN48 e CYN96.

SAL
SOD (U/mg proteina)

SAL1 4,15
SAL2 4,79
SAL3 5,01
SAL4 284
SAL5 3,31
Média 4,02
EPM 0,42

n 5
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CYN2
SOD (U/mg proteina)
CYN2.1 4,61
CYN2.2 4,11
CYN2.3 6,62
CYN2.4 5,02
CYN2.5 5,15
Média 5,10
EPM 0,42
n 5
CYN8
SOD (U/mg proteina)
CYNS8.1 11,25
CYN8.2 13,06
CYN8.3 9,52
CYN8.4 7,83
CYN8.5 8,98
Média 10,13
EPM 0,92
n 5
CYN24
SOD (U/mg proteina)
CYN24.1 10,37
CYN24.2 7,75
CYN24.3 6,10
CYN24.4 6,11
CYN24.5 6,59
Média 7,38
EPM 0,81

n

5



107

CYN438
SOD (U/mg proteina)
CYN48.1 7,66
CYN48.2 5,99
CYN48.3 4,99
CYN48.4 6,34
Média 6,25
EPM 0,55
n 4
CYN96
SOD (U/mg proteina)
CYN96.1 10,01
CYN96.2 5,98
CYN96.3 9,20
CYN96.4 12,66
CYN96.5 7,53
Média 9,08
EPM 1,14
n 5

ANEXO F — Niveis de catalase (CAT) em cada animal dos grupos SAL, CYN2,
CYNS8, CYN24, CYN48 e CYN96.

SAL
CAT (U/mg proteina)

SAL1 5,99
SAL2 5,14
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SAL3 5,56
SAL4 8,16
SAL5 5,95
Média 6,16
EPM 0,52
n 5
CYN2
CAT (U/mg proteina)
CYN2.1 7,63
CYN2.2 6,69
CYN2.3 8,00
CYN2.4 7,50
CYN2.5 5,03
Média 6,97
EPM 0,53
n 5
CYN8
CAT (U/mg proteina)
CYN8.1 5,68
CYN8.2 5,54
CYN8.3 4,07
CYN8.4 6,06
CYN8.5 4,74
Média 5,40
EPM 0,24
n 5
CYN24

CAT (U/mg proteina)

CYN24.1 4,95



CYN24.2 5,75
CYN24.3 5,55
CYN24.4 4,65
Média 5,22
EPM 0,25
n 4
CYN48
CAT (U/mg proteina)
CYN48.1 3,76
CYN48.2 3,82
CYN48.3 4,81
CYN48.4 4,62
CYN48.5 4,18
Média 424
EPM 0,21
n 5
CYN96
CAT (U/mg proteina)
CYN96.1 3,76
CYN96.2 4,19
CYN96.3 5,21
CYN96.4 4,49
CYN96.5 3,85
Média 4,30
EPM 0,26
n 5
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ANEXO G - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em cada animal
dos grupos SAL, CYN2, CYNS8, CYN24, CYN48 e CYN96.



SAL
TBARS (nmol/mg proteina)
SAL1 1,39
SAL2 1,39
SAL3 1,37
SAL4 1,35
SAL5 1,37
Média 1,51
EPM 0,03
n 5
CYN2
TBARS (nmol/mg proteina)
CYN2.1 1,52
CYN2.2 1,58
CYN2.3 1,51
CYN2.4 1,43
CYN2.5 1,57
Média 1,52
EPM 0,01
n 5
CYNS
TBARS (nmol/mg proteina)
CYNS8.1 1,86
CYN8.2 1,94
CYN8.3 1,74
CYN8.4 1,76
CYN8.5 1,82
Média 1,82
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EPM 0,03
n 5
CYN24
TBARS (nmol/mg proteina)
CYN24.1 1,86
CYN24.2 1,91
CYN24.3 1,85
CYN24.4 1,86
CYN24.5 1,83
Média 1,86
EPM 0,01
n 5
CYN48
TBARS (nmol/mg proteina)
CYN48.1 1,48
CYN48.2 1,51
CYN48.3 1,74
CYN48.4 1,60
Média 1,58
EPM 0,06
n 4
CYN96
TBARS (nmol/mg proteina)
CYN96.1 1,70
CYN96.2 1,76

CYN96.3

1,71
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CYN96.4 1,68
CYN96.5 1,65
Média 1,70
EPM 0,02

n 5

ANEXO H — Concentragdo de CYN nos homogenatos de pulmao dos grupos CYN2,
CYNS8, CYN24, CYN48 e CYN96.

CYN2
CYN (ng/g tecido pulmonar)

CYN2.1 14,00
CYN2.2 14,10
CYN2.3 13,28
CYN2.4 14,08
CYN2.5 13,80

Média 13,82

EPM 0,15
n 5
CYN8
CYN (ng/g tecido pulmonar)

CYNS8.1 10,75
CYN8.2 13,22
CYN8.3 11,49
CYN8.4 7,89
CYN8.5 10,23

Média 10,71

EPM 0,87

n 5

CYN24

CYN (ng/g tecido pulmonar)




CYN24.1 8,38
CYN24.2 10,23
CYN24.3 7,14
CYN24.4 7,45
CYN24.5 8,50
Média 8,34
EPM 0,54
n 5
CYN438
CYN (ng/g tecido pulmonar)
CYN48.1 7,14
CYN48.2 7,45
CYN48.3 7,31
CYN48.4 4,57
CYN48.5 6,57
Média 6,61
EPM 0,53
n 5
CYN96
CYN (ng/g tecido pulmonar)
CYN96.1 9,76
CYN96.2 5,66
CYNO96.3 3,65
CYN96.4 5,25
CYN96.5 4,06
Média 5,68
EPM 1,08

n

5
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ANEXO | — Concentragcdo de CYN nos homogenatos de figado dos grupos CYN2,
CYNS8, CYN24, CYN48 e CYN96.

CYN2
CYN (ng/g tecido hepatico)
CYN2.1 52,21
CYN2.2 23,17
CYN2.3 46,93
CYN2.4 43,26
CYN2.5 46,77
Média 42,47
EPM 5,03
n 5
CYN8
CYN (ng/g tecido hepatico)
CYNS8.1 43,04
CYN8.2 53,26
CYNS8.3 47,72
CYN8.4 48,24
CYN8.5 49,01
Média 48,25
EPM 1,63
n 5
CYN24
CYN (ng/g tecido hepatico)
CYN24.1 40,00
CYN24.2 49,01
CYN24.3 59,25
CYN24.4 69,06
CYN24.5 55,25

Média 54,51



EPM 4,87
n 5
CYN438
CYN (ng/g tecido hepatico)
CYN48.1 61,05
CYN48.2 61,05
CYN48.3 41,63
CYN48.4 42,47
CYN48.5 58,66
Média 52,97
EPM 4,48
n 5
CYN96
CYN (ng/g tecido hepatico)
CYN96.1 70,45
CYN96.2 107,90
CYNO96.3 63,54
CYN96.4 114,57
CYN96.5 88,95
Média 89,09
EPM 10,00

n

5

115



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

