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RESUMO

CAGIDO, Viviane Ramos. Andlise temporal da lesdo pulmonar induzida por
instilagao intratraqueal de microcistina-LR em camundongos. Rio de Janeiro,
2010. Tese (Doutorado em Ciéncias - Fisiologia) - Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010

Cianotoxinas presentes na agua utilizada pela populacdo podem causar graves
problemas a saude. O objetivo deste trabalho foi avaliar temporalmente os efeitos
da cianotoxina hepatotéxica microcistina-LR (MC-LR) sobre a mecanica pulmonar,
histologia e inflamagdo pulmonar e hepética e analisar indicadores de estresse
oxidativo no pulmdo de camundongos. Para isso, camundongos Swiss machos
(n=149) foram divididos em dois grupos: controle (CT), no qual os animais
receberam solugéo salina estéril intratraquealmente (i.t., 50 uL), e MC, no qual uma
dose subletal de MC-LR (40 pg/kg, i.t.) foi instilada. Em animais do grupo CT (n=13)
e apos 2 (n=16), 8 (n=13), 24 (n=24), 48 (n=15) e 96 horas (n=17) da instilacéo de
MC-LR foi avaliada a mecanica pulmonar. O pulméo esquerdo e o figado seguiram
para analise histologica, sendo computados no pulméo a fracéo de area de colapso
alveolar e conteudo de células polimorfonucleares (PMN), além da analise
gualitativa de ambos os tecidos. A quantificacdo de MC-LR por ELISA foi realizada
no pulmao direito e no figado. Do restante dos animais (CT=10 e MC=41) foram
realizados os ensaios bioquimicos para deteccao de estresse e dano oxidativos no
pulmé&o. Houve um aumento do colapso alveolar nos grupos MC em 2, 8, 24 e 48 h
comparados ao CT, com elevacdo da pressdo necessaria para vencer o
componente viscoelastico e/ou inomogéneo do pulméo (AP2), da elastancia estatica
(Est) e do componente viscoelastico da Est (AE) nos mesmos tempos, exceto em 24
h, quando a mecanica pulmonar foi normalizada. O montante de células PMN no
pulmédo foi maior em todos os grupos MC até as 96 h estudadas, assim como a
atividade da mieloperoxidase, indicando que este infiltrado de células inflamatorias
foi essencialmente neutrofilico. A histologia hepatica evidenciou necrose e
desestruturacdo dos hepatdcitos a partir de 8 h, com inflamacgéo a partir de 24 h. A
presenca de MC-LR livre no pulmé&o e no figado foi detectada desde 2 h até o final
do tempo experimental em 96 h, sendo observado aumento da toxina no figado de
forma tempo-dependente. A atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidade no pulmdo se mostrou alterada em
diferentes tempos experimentais, sendo também observado dano oxidativo pelo
aumento de substancias reativas ao acido tiobarbitirico em 2, 24, 48 e 96 h. A
administracdo i.t. de MC-LR levou a um comprometimento bifasico da mecéanica
pulmonar, caracterizado por um aumento precoce (2 h e 8 h) e outro tardio (48 h) de
parametros da mecanica (Est, AE, AP2). Também foram identificados colapso
alveolar, inflamacdo pulmonar e hepatica, desequilibrio nos niveis de enzimas
antioxidantes e presenca de dano oxidativo celular. Este trabalho reforca a
importancia da via inalatéria como uma potencial via de intoxicacdo por MC-LR.
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ABSTRACT

CAGIDO, Viviane Ramos. Andlise temporal da lesdo pulmonar induzida por
instilagao intratraqueal de microcistina-LR em camundongos. Rio de Janeiro,
2010. Tese (Doutorado em Ciéncias - Fisiologia) - Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010

Cyanotoxins present in the water for human use may yield serious health conditions.
The aim of this study was to evaluate the temporal effects of the hepatotoxic
cyanotoxin microcystin-LR (MC-LR) on lung mechanics, lung and liver histology and
inflammation, and the pulmonary oxidative stress in mice. For that purpose, male
Swiss mice (n=149) were randomly divided in 2 groups: control (CT), which received
sterile saline intratracheally (i.t., 50 uL), and MC, in which a sublethal dose of MC-
LR (40 pg/kg, i.t.) was instilled. Animals from CT group (n=13), and 2 (n=16), 8
(n=13), 24 (n=24), 48 (n=15) e 96 h (n=17) after the instillation with MC-LR were
used for lung mechanics analysis. The left lung and liver underwent histological
analysis, with the fractional area of alveolar collapse, and amount of
polimorphonuclear cells (PMN) being computed in the lungs, as well as qualitative
analyses of both tissues. The amount of MC-LR was determined in the right lung and
liver by ELISA. In the remaining animals (CT=10 and MC=41) biochemical analyses
were done to detect oxidative stress and damage. Alveolar collapse increased in the
MC groups in 2, 8, 24 and 48 h compared to CT, with increase in the pressure
variation necessary to overcome lung viscoelastic and/or inhomogeneous
component (AP2), static elastance (Est), and viscoelastic component of Est (AE) on
the same experimental time points, except for 24 h, when pulmonary mechanics was
normalized. The amount of PMN in lung augmented in all MC groups until 96 h, as
well as mieloperoxidase activity, indicating that the inflammatory cell infiltrate was
essentially neutrophilic. Hepatic histology has shown necrosis and hepatocytes
disarrangement beginning at 8 h, with inflammation starting at 24 h. The presence of
free MC-LR on lung and liver homogenates was detected from 2 h to the end of
experimental time on 96 h, with a time-dependent accumulation of the toxin in liver.
Antioxidative enzymes activity, such as superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase were altered at different time points, and oxidative damage
detected by increase of thiobarbituric acid reactive substances was also observed at
2, 24, 48 and 96 h. The i.t. administration of MC-LR led to a biphasic compromise of
pulmonary mechanics, characterized by an early deterioration (2 h and 8 h), followed
by normalization at 24 h, and a later worsening (48 h) of mechanical parameters
(Est, AE, AP2). Also, alveolar collapse, lung and liver inflammation, imbalance of
antioxidants enzymes, and oxidative damage were identified. This work reinforces
the airways as an important route of intoxication by MC-LR.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DAS CIANOBACTERIAS

As cianobactérias, também conhecidas como cianoficeas ou algas-azuis, séo
microorganismos procariontes com caracteristicas de algas, ja que sao aerébicos e
fotoautotroficos, porém bioquimica e estruturalmente bastante semelhantes as
bactérias (STANIER et al., 1971; AZEVEDO, 1998). Estima-se que tenham sido os
primeiros produtores primarios de matéria organica a liberarem oxigénio elementar
na atmosfera, tendo sua origem datada ha 3,5 bilh6es de anos. A ampla distribuicéo
geografica que apresentam reflete a capacidade adaptativa deste grupo de
microorganismos com grande diversidade genotipica e fenotipica (AZEVEDO, 1998;
LEAL & SOARES, 2004).

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

O processo de eutrofizacdo caracterizado pelo aumento na quantidade de
nutrientes na agua é intensificado, principalmente, pela atividade humana ligada ao
desenvolvimento urbano, agricola e industrial, com despejo de esgoto nos corpos

d’agua. Em todo o mundo, a eutrofizacdo tem favorecido a ocorréncia de floragdes,



gerando uma enorme preocupagdo ja que algumas espécies sao potenciais
produtoras de toxinas, conhecidas como cianotoxinas (VOLTERRA, 1993; FUNARI
& TESTAI, 2008). O primeiro relato de intoxicacdo de animais relacionado a
cianotoxinas foi publicado em 1878, por George Francis na revista Nature e, desde
entdo, floracdes toxicas foram descritas em varios paises, incluindo o Brasil (apud

YOO et al., 1995; LEAL & SOARES, 2004).

Figura 1. Floracdo de cianobactéria. Foto
A: Lagoa de Jacarepagua, Rio de Janeiro,
Brasil. Foto publicada na primeira pagina
do jornal O Globo em 13/08/01. Observe o
barco na parte inferior da foto abrindo um
caminho no meio da densa camada de
células. Foto B: Ave submersa em
cianobactérias na Lagoa da Pampulha,
Minas Gerais Brasil (disponivel em
tributariosdapampulha.blogspot.com/).

No Brasil, a intensa eutrofizagdo dos ecossistemas aquaticos tem favorecido
a dominancia desses organismos, com o agravante que grande parte das cepas de
cianobactérias isoladas de corpos d’agua brasileiros mostrou-se produtora de

toxinas (COSTA & AZEVEDO, 1994; DOMINGOS et al., 1999; SANT'ANNA &


http://tributariosdapampulha.blogspot.com/

AZEVEDO, 2000). Muitos desses mananciais nas regioes Norte, Nordeste, Sudeste
e Sul abastecem a rede publica, sendo a liberacdo dessas toxinas na &agua
representativa de um risco relevante para a salde publica (LEAL & SOARES, 2004).

As toxinas produzidas pelas cianobactérias sdo endotoxinas liberadas,
principalmente, quando h& o rompimento celular, sendo encontrada também no
meio extracelular. Alguns autores sugerem um papel ecolégico para as
cianotoxinas, que podem exercer fungdes semelhantes a moléculas mensageiras,
podendo estar relacionadas a comunicacao intra-especifica, ou armas biolégicas
(CHORUS & BARTRAM, 1999; SCHATZ et al., 2007; JANG et al., 2008). A tentativa
de controlar as floragbes com o uso de algicidas, na verdade, s agrava o problema,
uma vez que provoca a lise desses organismos, liberando as toxinas para a agua.
Uma importante caracteristica desse grupo reside no fato de uma mesma espécie
de cianobactéria ter a capacidade de produzir mais de um tipo de toxina, assim
como podem existir cepas produtoras e cepas ndo produtoras de toxinas. Os
principais grupos de cianotoxinas sdo as dermatotoxinas, as neurotoxinas e as
hepatotoxinas, sendo as duas Ultimas as mais freqientemente encontradas em
corpos d’agua (CARMICHAEL, 1997; FUNARI & TESTAI, 2008).

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

1994) (Figura 2).



A intoxicagao causada por hepatotoxina constitui-se no tipo mais comum e 0s
sinais observados apds ingestdo dessas toxinas em doses sub-letais incluem
prostracdo, anorexia, vomitos, dor abdominal, diarréia, tosse seca e pneumonia

atipica (CARMICHAEL & SCHWARTZ, 1984; BEASLEY et al., 1989).

O GLOBO EM FOCO: MARE VERMELHA NO LEBLON

Figura 2. Uso recreativo da agua. A: Quebra-mar
na Barra da Tijuca, Rio de Janeiro, Brasil. O
Globo, 26 de abril de 2009 (disponivel em
http://oglobo.globo.com/blogs/arquivos_upload/20
09/04/297_242-moscaquebramar.jpg) B: Maré
Vermelha na Praia do Leblon, Rio de Janeiro,
Brasil. Primeira pagina do jornal O Globo, 21 de
dezembro de 2008 (disponivel em
http://oglobo.globo.com/rio/fotogaleria/2008/7525).

1.2 MICROCISTINAS

Microcistinas (MCs) sédo cianotoxinas principalmente hepatotédxicas,
produzidas por algumas espécies de cianobactérias dos generos Microcystis,
Anabaena, Nodularia, Oscillatoria e Nostoc, estando entre as cianotoxinas mais

frequentemente encontradas (CARMICHAEL, 1994; CHORUS & BARTRAM, 1999).


http://oglobo.globo.com/blogs/arquivos_upload/2009/04/297_242-moscaquebramar.jpg
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1.2.1 Estrutura Quimica

A estrutura quimica das MCs foi elucidada por Botes et al. (1984, 1985) como
heptapeptideos ciclicos contendo 2 L-amino&cidos variaveis e cinco D-aminoacidos:
D-alanina (D-Ala); D-eritro-B-acido metilaspértico (D-MeAsp); D-glutamato (D-Glu);
N-metildehidroalanina (Mdha) e (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-
trimetildeca-4,6-acido diendico (Adda). Esses dois Ultimos sdo tidos como
aminoacidos ndo-usuais (FUNARI & TESTAI, 2008).

A estrutura das MCs pode variar nos grupos metil e na natureza de seus dois
L—aminoacidos, gerando cerca de 80 variantes (PRIETO et al., 2006; WANG et al.,
2008). Tais modificacdes trazem conseqiiéncias para a estrutura terciaria da
molécula, resultando em diferencas significativas de toxicidade e de suas
propriedades hidrofobicas/hidrofilicas (RINEHART et al., 1994; GULLEDGE et al.,
2002). Na figura 3 estdo destacados os dois L-aminoacidos da molécula de baixo
peso molecular microcistina-LR (MC-LR), no caso a leucina (L) e a arginina (R),
tendo 994 Dalton de peso molecular (HARADA et al., 1996). A estrutura quimica das
MCs possibilita a sua solubilidade e estabilidade em agua, podendo resistir a
grandes variacbes de temperatura e de pH. A meia-vida da molécula em
reservatérios € de cerca de uma semana, sendo prolongada para trés semanas
numa solucdo com agua deionizada de pH 1 e temperatura de 40°C (WATANABE et
al., 1996; SAINIS et al., 2010).

O aminoacido Adda é essencial para a atividade bioldgica e hepatotoxicidade
das MCs, além de conferir hidrofobicidade a molécula (HARADA et al., 1990a,b;
CHOI et al., 1993). Dahlem (1989) demonstrou que a remoc¢ao ou saturacao deste

aminoacido reduz muito a toxicidade da MC-LR. Outra importante caracteristica



para a toxicidade das MCs é conferida pela presenca de um acido carboxilico livre

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

SN0
K/Y lj‘
N\ ~N
Adda - HN T(H-'NH D-Ala

Figura 3. Desenho esquematico da molécula de microcistina-LR. Estdo destacados os dois
L-aminoacidos variaveis (L = leucina e R = arginina). D-Ala (D-amino&cido alanina); D-
MeAsp (D-eritro-B-acido  metilaspartico); D-Glu (a4cido glutamico); Mdha  (N-
metildehidroalanina); Adda [(2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-
4,6-acido dienoico]. Adaptado de CARMICHAEL (1994).

1.2.2 Farmacocinética

As MCs sdo moléculas hidrofilicas e ndo ha indicios de que essas toxinas
atravessem a membrana celular por simples difusdo, requerendo um mecanismo de
captacdo ativo, através dos polipeptideos transportadores de anions orgéanicos
(OATP humano/oatp roedor) (RUNNEGAR et al., 1991; FEURSTEIN et al., 2009;

SAINIS et al., 2010). A distribuicdo sistémica das MCs ir4 depender, portanto, do



grau de perfusdo sanguinea e da quantidade e tipo de OATP/oatp presente em
determinado 6rgdo, j& que a afinidade de diferentes transportadores por estas
cianotoxinas varia (FEURSTEIN et al., 2009). No figado, a MC-LR ¢é transportada
principalmente pelos OATP1B1, OATP1B3 e oatplb2, considerados especificos do
figado, e também pelo OATP1A2 expresso em um numero maior de tecidos/células
como rim, células endoteliais e epiteliais, da barreira hemato-encefélica e neurénios
(FISCHER et al.,, 2005; FEURSTEIN et al., 2009; SAINIS et al., 2010).
Camundongos knock-out para o oatplb2 n&o sofrem de hepatotoxicidade aguda
induzida por MC-LR, porém a toxina ainda € detectada no homogenato hepatico,
indicando que o transporte de MC-LR na célula ocorre por outros mecanismos em
uma taxa baixa e/ou por outros oatps (LU et al., 2008; FEURSTEIN et al., 2009).

Estudos in vitro mostraram que a MC-LR € capaz de gerar o mesmo grau de
lesdo em hepatocitos, células epiteliais renais e fibroblastos, apos 4 minutos, 1 e 8
horas, respectivamente (KHAN et al., 1995). Alteracdes semelhantes na morfologia
do citoesqueleto desses trés tipos celulares ocorrem se maior tempo de incubacéo e
maiores concentracbes de MC-LR forem utilizados para as células renais e
fibroblastos (WICKISTROM et al.,, 1995). Esses dados sugerem que a MC-LR é
capaz de entrar na célula por pinocitose e que as diferencas observadas in vivo e in
vitro se devem ao mecanismo de captacdo mais demorado em outros tipos
celulares, em relacdo aos hepatécitos (RUNNEGAR et al., 1993).

Outra importante caracteristica é a rapidez do transporte dessa toxina. Em
experimentos in vivo, utilizando camundongos, foi administrada uma variedade néo
especificada de MC [*'C] intraperitonealmente (i.p.). Apés 1 minuto, 70% da MC
marcada ja se localizava no figado, aumentando para 90% apos 3 horas (BROOKS

& CODD, 1987). Em estudos posteriores onde [°H]-MC-LR foi injetada também i.p.,



foi verificado que 60-70% da toxina ja se encontrava no figado 1 hora apds a injecao
(ROBINSON et al., 1989, 1991a). Embora a diferenca entre os tempos observados
nos estudos de Brooks & Codd (1987) e de Robinson et al. (1989, 1991a) seja
grande, ainda assim, os resultados indicam uma chegada rapida da MC no figado e
distribuicdo da toxina em outros 6érgdos, sendo encontrada também nos pulmdes,
rins, coragao e intestino.

A dose letal para 50% dos camundongos injetados com MC-LR (DLsg) varia
de 32,5 a 100 ug/kg de peso corpéreo e a morte ocorre entre 1 e 3 horas apls a
administracdo i.p. de MC-LR (WATANABE et al., 1996). A DLs, intratraqueal (i.t., 75
ug/kg) (ITO et al.,, 2001) ou intranasal (250 ug/kg) (FITZGEORGE et al., 1994) é
semelhante a i.p. nos poucos estudos que avaliam a exposi¢ao pela via respiratoria.
Ja a DLs oral apresenta valores de 50 a 170 vezes mais altos que a DLsg i.p.. Nao
ha evidéncias de que a MC-LR seja hidrolisada por peptidases gastricas e ha
absorcao gastrointestinal desta toxina em maior ou menor escala nas diferentes
porcdes do intestino (DAHLEM et al., 1989; CHORUS & BARTRAM, 1999; ITO et al.,
1997, 2000). Através da utilizacdo de técnicas de imunohistoquimica, foi verificado
gue a absorcdo da toxina apos administracdo oral ocorre, principalmente, no
intestino delgado, onde foi observada erosao das células epiteliais de superficie e

da lamina prépria (ITO et al., 1997).

1.2.3 Mecanismo de Acéo e Efeitos

Diversos autores demonstraram os efeitos toxicos das MCs em variados

grupos de organismos, incluindo peixes e mamiferos (BURY et al., 1997; MIURA et

al., 1989). Sua bioacumulacdo também ja foi bem caracterizada em zooplancton,
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peixes, crustaceos e moluscos (FERRAO-FILHO et al., 2002b; MAGALHAES et al.,
2003; SOARES et al., 2004).

No figado, essas moléculas inibem as proteinas fosfatases (PP) da familia
serina/treonina, especialmente as PP1, PP2A dos hepatdcitos, podendo levar ao
Obito ou intoxicacdo cronica, inclusive induzindo o aparecimento de tumores
hepaticos (FUGIKI, 1992; NISHIWAKI-MATSUHIMA et al.,1992). A ligacdo MC-PP
ocorre em duas etapas principais: inicialmente, o aminoacido hidrofébico Adda das
MCs ocupa o sitio ativo das PP através de ligacdo nao-covalente, o que produz o
efeito inibitério da toxina. Em seguida, o aminoacido Mdha liga-se covalentemente
ao residuo de cisteina 273 da PPL1 ou cisteina 266 da PP2A (CAMPOS et al., 1996;
HONKANEN & GOLDEN, 2002).

A inibicdo de PP por MCs aumenta o grau de fosforilacdo de diversos alvos
subcelulares, inclusive proteinas do citoesqueleto e proteinas associadas ao
mesmo, provocando o seu desarranjo. Conseqientemente, as células hepaticas
tendem a se arredondar, se separam e perdem sua estrutura normal. Também
ocorre rompimento dos capilares sinusoidais, com extravasamento de sangue para
0 espaco intersticial. Ndo ha evidéncias de que o rompimento dos capilares
sinusoidais esteja relacionado aos efeitos das MCs nas células endoteliais.
Considera-se que o rompimento dos sinusoides seja uma conseqUéncia das
alteracdes provocadas por essas toxinas na estrutura dos hepatocitos (FALCONER
et al., 1981; HOOSER et al.; 1990; WICKSTROM et al., 1996) (Figura 4).

Dependendo do tempo de exposicao e da dose de MC podem ocorrer efeitos
agudo e crbnicos, em animais e humanos (CHORUS & BARTRAM, 1999). Na
intoxicacdo aguda, observa-se necrose hemorragica extensa, desestruturacdo dos

sinusodides e mudangas no formato celular, peroxidacéo lipidica, estresse oxidativo,
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apoptose e morte em poucas horas (MIURA et al., 1989; WENG et al., 2007). Ha
hemorragia intra-hepatica e o sangue retido no figado faz com que o 6rgéo duplique
de peso, levando a morte por choque hipovolémico ou faléncia hepética
(CARMICHAEL, 1994). A intoxicacdo cronica promove dois desfechos principais:
lesdo hepatica progressiva e tumor hepatico pré-neoplasico (GUPTA et al., 2003,
FUNARI & TESTAI, 2008). Gehringer et al. (2004) afirma que doses mais altas de
MC levam a apoptose e doses mais baixas promovem proliferacdo celular. Portanto,
a exposicao prolongada a doses baixas de MCs pode favorecer o surgimento de

cancer hepatico.

FIGADO NORMAL FIGADO APOS AGAO DAS HEPATOTOXINAS

HEPATOCITOS

Fostr: Carmwchadt (1996,

Figura 4. Desenho esquematico do efeito de microcistinas sobre hepatdcitos e capilares
sinusoides. Retirado de CARMICHAEL (1994).

As MCs também ativam enzimas que participam da via metabdlica do acido
aracdbnico, como fosfolipase A, e cicloxigenase, que, por sua vez, induzem a

producdo dos mediadores inflamatérios tromboxano A, (indutor de agregacéo
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plaguetéria) e prostaglandina I, (NOBRE et al., 2001). Além disso, alguns estudos
demonstraram que MCs tém a capacidade de estimular macrofagos peritoniais a
produzirem fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1) (NAKANO et
al., 1991; ROCHA et al., 2000; SHI et al.,, 2004). Desta forma, é possivel que
macréfagos hepéticos (células de Kupffer) respondam as MCs, produzindo
mediadores inflamatérios, e que esse processo inflamatorio no figado contribua para
a patogénese e letalidade (WATANABE et al., 1996).

De acordo com Watanabe et al. (1996), embora a acéo classica das MCs seja
através da inibicdo das PP, ha evidéncias demonstrando que o dano oxidativo é
outro fator importante para sua toxicidade. As MCs podem induzir a formacao
intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO), lesdo celular e peroxidacéo
lipidica, causando lesédo ao figado por meio do estresse oxidativo (DING, 1998a,b;
GEHRINGER et al., 2004; SICINSKA et al., 2006; JAYARAJ et al., 2006; WENG et
al., 2007). O estresse oxidativo, por sua vez, via JNK (c-Jun N-terminal protein
kinase), estimula Bid e AP-1 (substratos da JNK) levando a disfuncdo mitocondrial e
apoptose do hepatocito (WEI et al., 2008).

Em 2005, Moreno e colaboradores mostraram reducdo da atividade das
enzimas anti-oxidantes (superdxido dismutase-SOD, catalase-CAT, glutationa
peroxidase-GPx e glutationa redutase-GR) e um aumento da peroxidacgdao lipidica no
figado e rim de ratos apds administracdo aguda de MC-LR i.p.. Resultados
semelhantes foram obtidos em camundongos, peixes e eritrécitos humanos
(JAYARAJ et al., 2006; SICINSKA et al., 2006; WENG et al., 2007; ATENCIO et al.,
2008).

O estudo histopatologico do figado demonstra desarranjo hepatocelular,

perda da arquitetura hepatica, alto grau de hepatdcitos binucleados ou
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multinucleados, vacuolizacdo citoplasmética, esteatose hepatica, hepatdcitos
hipertréficos, cariomegalia, inflamacédo, necrose, apoptose, fibrose centro-lobular e
colestase (RUNNEGAR et al., 1987; THEISS et al., 1988; DAWSON, 1998; GUPTA
et al., 2003; ANDRINOLO et al., 2008).

O rim parece ser o segundo 6rgdo mais afetado pelas MCs. Em estudos de
distribuicdo da toxina apés injecao i.p., foi verificado que este é o érgdo que mais
concentra MC, depois do figado (FALCONER et al., 1986; RUNNERGAR et al.,
1986). Lovell et al. (1989) conduziram um estudo com camundongos no qual uma
dose letal de MC-LR era administrada i.p.. Eles observaram que quanto maior a
sobrevida do animal, maior a chance do rim ter seu peso aumentado, e que esse
efeito, assim como as lesfes renais, poderiam estar relacionados com a hipdxia,
edema e diminuicdo do ritmo de filtracdo gromerular, bem como a presenca de
debris hepatico-embolicos (ASHWORTH & MASON, 1946; HOOSER et al., 1989).
Nobre et al. (2001) relataram alteracdes no funcionamento de rins de ratos
perfundidos com MC-LR, talvez relacionadas a lesbes vasculares e glomerulares.
Em 2003, este mesmo grupo utilizou o sobrenadante de macréfagos estimulados in
vitro com MC-LR para perfundir rins isolados de ratos, e mostraram que essas
células liberam mediadores inflamatdrios capazes de promover nefrotoxicidade
(NOBRE et al., 2003).

A absorcdo da toxina apdés administracdo oral ocorre, principalmente, no
intestino delgado (ITO et al., 1997). Também ja foram relatadas alteracdes de
atividades enzimaticas (sucrase, fosfatase acida e succinato desidrogenase) e
aumento da peroxidacdo lipidica na mucosa intestinal de ratos, assim como
apoptose em quase todo o trato gastrointestinal de camundongos injetados com

MC-LR i.p. (MORENO et al., 2003; BOTHA et al., 2004).
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1.2.4 Metabolizagéo, Detoxificacéo e Eliminacéo

A glutationa reduzida (GSH) constitui a principal via de metabolizacdo e
detoxificacdo das MCs no figado (RUNNEGAR et al., 1987). Até determinada
concentracdo, as MCs podem ser biotransformadas por meio de ligacdo nao-
enzimatica com GSH ou através da acdo da glutationa S-transferase (GST). O
conjugado MC-SG, além de ser um composto mais facilmente excretavel, também
ficaria impossibilitado de estabelecer a ligacdo covalente com as fosfatases
(WIEGAND et al., 2002). No entanto, ja foi observado que este conjugado, apesar
de muito menos toxico, ainda tem potencial lesivo, pois o aminoacido Adda das MCs
continua disponivel para a ligagdo com o sitio ativo das fosfatases (KONDO et al.,
1992).

A importancia da GSH e da GST na protecdo do figado contra os efeitos
deletérios da MC-LR foi estudada por Gehringer et al. (2004). Foi verificado um
aumento da peroxidacao lipidica, o que resulta de estresse oxidativo, seguido de
aumento na atividade de glutationa peroxidase (GPX), apés a injecdo de
camundongos com 75% da DLsy de MC-LR. Também foi observado um decréscimo
inicial de GSH total, relacionado ao aumento da atividade da GST. Os niveis de
GSH voltaram ao normal 24 horas ap0s a administracdo da toxina, claramente
devido ao aumento da atividade da glutationa sintetase. Esse grupo mostrou que o
aumento da atividade enzimatica foi regulado em nivel transcripcional.

A avaliacdo da excrecdo de MC-LR em camundongos injetados com uma
dose sub-letal via iv. demonstrou que aproximadamente 24% da toxina
administrada foi eliminada através da urina (9%) e das fezes (15%), ao longo de

seis dias de estudo (ROBINSON et al., 1991a). Falconer et al. (1986) também
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observaram em ratos que, ap6s 120 minutos da injecéo i.v. de uma variedade ndo
especificada de MC, 9,4% da dose administrada estava presente no conteudo
intestinal e que 2,9% estava presente na urina, sugerindo que a excrec¢ao biliar tem
um importante papel na eliminagéo de MCs.

Poucos estudos foram realizados em humanos para avaliar a eliminacao
dessa toxina do organismo. Através do acompanhamento de pacientes em diélise
expostos a MCs via i.v., em dois incidentes ocorridos no Brasil, foi observado que
mais de cinglenta dias apés a exposicdo, ainda havia toxina no soro destes

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

1.2.5 Efeitos no Pulmao

Ha poucos trabalhos analisando os efeitos das MCs no pulméo, apesar deste
ser um 0Orgdo que pode ser exposto as toxinas tanto pela via aerea quanto pela
circulacdo sanguinea. Os pulmbes sado particularmente vulneraveis as lesdes
inflamatoérias, por um lado (via direta) porque mantém contato com o0 meio externo
e, por outro lado (via indireta) porque os mediadores séo liberados na circulacéo e
os pulmdes recebem a totalidade do débito cardiaco. Como conseqiéncia,
leucécitos sdo atraidos, tornam-se ativados, liberando mediadores inflamatorios,
como oxidantes e proteases que lesam diretamente o epitélio alveolar e/ou o
endotélio vascular, propagando o processo inflamatério (MARTIN, 1999).

Sabe-se que as MCs podem alcancar o pulméao, sendo absorvidas de forma
rapida por via direta (ITO et al., 2001). Uma Unica administracdo de dose sub-letal
de MC-LR via i.t. em camundongos levou a permanéncia desta toxina no tecido

pulmonar por 7 horas, como evidenciado por técnicas de imunohistoquimica. Apos
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esse periodo, a toxina foi identificada fagocitada no interior de macrofagos. Outros
estudos experimentais e relatos de doencas em humanos fornecem fortes indicios
de que a via aérea é uma importante porta de entrada para as MCs. Em um estudo
sobre a exposicao por inalacéo, Fitzgeorge et al. (1994) comprovaram que a DLs, de
MC-LR para camundongos por administracdo intranasal foi igual & DLs por injecdo
i.p.. Os autores verificaram necrose extensa do epitélio da mucosa, tanto da via
respiratoria quanto olfatéria, o que teria facilitado a absor¢cédo da toxina pela ampla
rede de capilares presentes na regiao. Outro trabalho, utilizando aerosol contendo
MC-LR, também mostrou necrose ou inflamacéo das células epiteliais respiratorias
da cavidade nasal, com presenca de infiltrado neutrofilico e degeneracéo, necrose e
atrofia das células epiteliais olfatorias em camundongos. No entanto, nenhuma
alteracao pulmonar foi encontrada (BENSON et al., 2005).

A exposicao a estas toxinas por inalacdo assume maior relevancia quando se
considera o uso recreativo de corpos d’agua com floragbes de cianobactérias.
Particulas de agua contaminada podem ser inaladas, em especial pelo spray
lancado por lanchas e jet skis. TURNER et al. (1990) descreveram episédio em que
recrutas no Reino Unido deram entrada no hospital com quadro de pneumonia basal
esquerda, 5 dias ap0s exercicios de canoagem em um reservatério com alta
concentracdo de células de Microcystis aeruginosa, onde beberam e inalaram agua.
Também foram observados inflamacdo da faringe, tosse seca, vomito e dor
abdominal. A floracdo de cianobactéria foi comprovadamente toxica (células
produtoras de MC-LR) e os autores acreditam ter sido esta a razdo mais plausivel
para o quadro clinico observado.

Em um dos primeiros trabalhos a citar os efeitos da MC no pulméao, Slatkin et

al. (1983) observaram que camundongos injetados i.p. com altas doses de MC-LR
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apresentaram trombose pulmonar atipica. Falconer et al. (1988), em um longo
estudo de intoxicagcdo cronica, ofereceu a camundongos agua contendo extratos de
Microcystis aeruginosa produtora de MCs, em cinco doses diferentes que variavam
de 750 a 12.000 ug/kg/dia, e verificaram broncopneumonia naqueles animais
submetidos a doses mais altas.

A injecdo i.p. de 1 LDs, de MC-LR ocasiona danos na histologia pulmonar,
com lesbes predominantemente nos brénquios e parénquima pulmonar, além de
inflamacgéo, congestdo e hemorragia (GUPTA et al., 2003). Recentemente, foi
descrito pelo nosso grupo um processo inflamatorio no pulmédo de camundongos,
causado pela injecdo i.p. de dose sub-letal (40 ug/kg) do extrato aquoso obtido de
uma linhagem toxica da Microcystis aeruginosa. A inflamagdo teve como
caracteristica um inicio rapido (2 horas apos a injecao), que persistiu mesmo apos
96 horas de estudo, caracterizada na histologia pulmonar por edema intersticial e
recrutamento de células inflamatoérias, além de colapso alveolar (PICANCO et al.,
2004). No entanto, a presenca de metabdlitos secundarios no extrato poderia ter
contribuido para os resultados observados. Nesse contexto, utilizou-se a toxina
purificada no mesmo modelo de exposicdo i.p. para melhor avaliar seus efeitos
sobre os pulmdes. Foram evidenciadas piora da funcdo pulmonar e da resposta
inflamatoria no tecido pulmonar, fluido do lavado broncoalveolar e sangue, com pico
de resposta apos 8 horas da inje¢cdo de MC-LR (SOARES et al., 2007). Também
foram propostos tratamentos para as les6es observadas no pulméo e no figado de
camundongos através da administracdo de dexametasona ou LASSBio 596, tendo
sido demonstrada a maior eficacia do LASSBio 596 em relacdo a dexametasona no
processo inflamatorio no pulmao, evitando as alteracdes bioquimicas e na mecanica

pulmonar e minimizando as modificacdes histologicas. Porém a histologia hepética
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nao evidenciou padrdao de melhora do tecido com nenhum dos tratamentos

propostos (CARVALHO et al., 2010).

1.2.6 Consideracdes Finais sobre as Microcistinas

Ha alguns relatos, de diferentes regides do mundo, sobre intoxicacdo
humana devido a ingestdo de cianobactéria toxica, levando inclusive ao 0bito
(BILLINGS, 1981; FALCONER,1989). Teixeira et al. (1993) descreveram evidéncia
de correlacédo entre a ocorréncia de floracées de cianobactérias no reservatoério de
Itaparica (Bahia) e a morte de 88 pessoas, entre 200 intoxicadas, pelo consumo de
agua do reservatorio, nos meses de marco e abril de 1988.

O primeiro caso confirmado de morte humana por intoxicacdo por MCs
ocorreu na cidade de Caruaru (1996), onde mais de cem pacientes renais cronicos
foram intoxicados e 52 morreram devido a exposi¢cdo do circuito de hemodialise a
agua contendo MCs (JOCHIMSEN et al., 1998; CARMICHAEL et al., 2001;
AZEVEDO et al.,, 2002). A regido sofria de uma forte seca naquela época, 0s
reservatérios que abasteciam a cidade estavam com volumes reduzidos e
apresentavam intensa floracdo de cianobactérias. A intermiténcia no abastecimento
de agua levou as clinicas de hemodialise da cidade a buscar agua diretamente dos
reservatoérios, transportada por caminhdes-pipa. Entretanto, a adicdo de cloro
nesses caminhdes-pipa para tratar a agua resultou em lise das cianobactérias e
liberacdo da toxina na agua. Na clinica, o tratamento dado a 4gua mostrou-se
inadequado, ja que os sistemas de colunas de troca idnica e carvao ativado néo

estavam em condi¢cOes adequadas de uso e, assim, ndo puderam reter as toxinas.
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A preocupagdo mundial com o0s riscos impostos pela ocorréncia de
cianobactérias em corpos d’agua utilizados para o abastecimento publico se reflete
na criacdo de legislacbes especificas, visando ao aperfeicoamento do controle da
qualidade da &gua, incluindo o monitoramento de cianotoxinas. A Organizacao
Mundial de Saude estabeleceu em 1 pg/L/dia o maximo de MCs na agua para
consumo. O Brasil foi o primeiro pais a estabelecer tal medida, por meio da portaria
1469 de 29 de dezembro do Ministério da Saude (2000), posteriormente substituida
pela portaria 518 (2004).

Revisadas as principais caracteristicas da MC-LR, mostrando que o estresse
oxidativo é um fator importante para sua toxicidade no figado, e sendo o pulméo o
principal objeto de estudo desta tese, algumas nocdes basicas sobre estresse

oxidativo e sistema respiratorio sao introduzidas a seguir.

1.3 NOCOES BASICAS SOBRE ESTRESSE OXIDATIVO E BALANCO REDOX

1.3.1 Radicais Livres

Radicais livres sdo atomos ou moléculas com um ou mais elétrons
desemparelhados na sua o6rbita externa, o que os torna altamente reativos, podendo
interagir com importantes componentes celulares, como a membrana celular ou o
DNA mitocondrial, levando ao dano da funcdo celular ou até mesmo a morte da
célula (CIENCEWICKI et al.,, 2008). Entretanto, os radicais livres e outras
substancias a eles relacionadas também tém sido apontados como importantes
mecanismos de sinalizacdo celular, regulacdo da expressao de alguns genes,

mediacdo de reacdes inflamatorias e potencializacdo dos mecanismos de defesa
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organica, uma vez que fazem parte do arsenal de armas letais leucocitarias
(PRYOR, 1986; DROGE, 2002; HIl & FERRANTE, 2007).

Os radicais livres de oxigénio superoéxido (O5), hidroxila (OH) e hidroperoxila
(HO,) sdo os que possuem uma maior relevancia bioldgica, ndo sé devido a sua
elevada toxicidade, mas, também, por serem 0s mais prevalentes nos organismos
vivos que utilizam o oxigénio como comburente (VASCONCELOS et al.,, 2007).
Existem, contudo, outras moléculas altamente reativas e potencialmente téxicas
para o organismo, as quais, por ndo conterem nenhum elétron desemparelhado nos
seus orbitais, ndo se enquadram na defini¢do de radical livre. E o caso do peréxido
de hidrogénio (H,O;) e do acido hipocloroso (HCIO), potenciais geradores 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, a denominagéo “espécies reativas de
oxigénio” (ERO) para englobar, além dos radicais, estas moléculas tornou-se mais
adequada (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

O balanco redox em liquidos biologicos, organelas, células ou tecidos €
determinado pela presenca de pares redox responsaveis pelo fluxo de elétrons.
Esses sofrem frequentes interconversfes entre o estado reduzido (ganho de
elétrons) e o oxidado (perda de elétrons) (VASCONCELOS et al., 2007). Portanto,
guando no metabolismo normal ocorrer uma reducdo do oxigénio molecular (O,),
este ganhard um elétron, formando o radical O,, considerado instavel por possuir
namero impar de elétrons na ultima camada.

ERO sédo encontradas em todos os sistemas biologicos, sendo as fontes
geradoras a cadeia de transporte de elétrons da mitocéndria, o reticulo

endoplasmatico e as nicotinamida-adenina nucleotideo (NADH/NADPH) oxidases
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associadas a membrana. Sao formados os radicais O,, HO,, OH e H,0,. Este € um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério, uma vez que participa da reacdo
que produz o OH’, é capaz de atravessar camadas lipidicas, pode reagir com a
membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao ferro, mostrando-se altamente

toxico para as células.

1.3.2 Sistemas de Defesa Antioxidante

Um antioxidante € qualquer substancia que atrasa significativamente, ou
inibe, a oxidagcao de potenciais substratos oxidaveis pelas ERO (HALLIWELL, 1991;
SIES, 1997; DROGE, 2002). Os mecanismos de defesa antioxidante nos diferentes
tecidos compreendem sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos e podem ser
classificados em funcdo da sua localizacéo organica (antioxidantes intracelulares e
extracelulares) e da sua origem, seja da dieta (antioxidantes exdgenos), ou da
sintese enddgena (antioxidantes endogenos) (GOLDFARB, 1999).

Na célula, a eliminacdo dos compostos reativos constitui um pré requisito
para a sobrevivéncia celular, sendo normalmente efetuada por: 1) sistemas
enzimaticos, tais como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR) e 2) sistemas nao-
enzimaticos, tais como glutationa reduzida (GSH), coenzima Q (CoQ), acido urico,
vitaminas E e C, flavondides, carotendides, proteinas de transporte de metais de
transicdo, transferrina e ceruloplasmina (BECKMAN & AMES, 1998; SEN, 2001).
Destes, 0s agentes que apresentam um papel mais preponderante dentro dos
sistemas intracelulares de defesa antioxidante sdo a SOD, a CAT e a GPx (LEE et

al., 2004; MORENO et al., 2005). Em situacOes de producao exagerada de ERO,
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cada uma destas enzimas possui a capacidade de catalisar reagfes que conduzem

a producao de espécies menos reativas (FERREIRA et al., 2006).

1.3.2.1 Superodxido Dismutase (SOD)

A SOD metaboliza o0 O, com formacdo de H,O, (Figura 5). Nos mamiferos
existem trés isoenzimas da SOD, codificadas e reguladas de forma independente: a
citosdlica (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 esta presente
principalmente no figado, rim, eritrécitos, cérebro, coracédo e pancreas (HALLIWELL,

1991; FERREIRA et al., 2006).

1.3.2.2 Catalase (CAT)

A CAT € uma enzima presente na maioria dos organismos aerobios e é
responsavel pela conversdo do H,O, intracelular em agua e oxigénio (Figura 5),
estando a maior parte da atividade desta enzima localizada nos peroxissomas. Na
maioria dos animais, a CAT esta presente em praticamente todos os 06rgaos,
estando particularmente concentrada no figado e nos eritrocitos. As mitocondrias e
o reticulo endoplasmatico contém também alguma atividade da CAT, embora muito
reduzida. O encéfalo, o coracdo e os musculos esqueléticos contém pequenas

guantidades desta enzima. (HALLIWELL, 1991; FERREIRA et al., 2006).
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1.3.2.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A GPx é considerada a enzima mais importante para a oxidacdo do H,0, a
agua. A GPx dos mamiferos tem maior afinidade pelo H,O, do que a CAT, o que
significa que em concentracdes baixas de H,0O,, a GPx apresenta um papel muito
mais ativo na sua remocao celular. Apresenta-se sob quatro formas: GPx 1 ou
classica, encontrada no citosol de todas as células do corpo; a GPx 2 ou
gastrointestinal, especifica do trato gastrointestinal; GPx 3 ou plasmatica ou
extracelular, encontrada no fluido do revestimento interno do pulmdo e no leite
materno, além do plasma em mamiferos, e a GPx 4, que atua sobre peréxidos de
residuos de acidos graxos na membrana e lipoproteinas (BAST et al., 1991). O seu
correto funcionamento estd dependente da presenca de selénio (nutriente
antioxidante) na sua constituicdo e da disponibilidade de H,O, e de outros
hidroperoxidos, utilizando a GSH como doador de elétrons, formando a glutationa
oxidada (GSSH) e agua (Figura 5). Este funcionamento atribui a GPx um papel
importante na protecdo celular das membranas lipidicas, proteinas e acidos

nucléicos contra as ERO (HALLIWELL, 1991; FERREIRA et al., 2006).

202 + 2H+ ““““““““““““ > H202 + 02
SOD
2H,05 - > 2H,0 + O,
CAT
H,0;, + 2GSH -------m-mmmmmemeeeeee > 2H,0 + GSSG
GPx

Figura 5. Reacdes catalisadas pelas enzimas antioxidantes. SOD: superdxido dismutase;
CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa
oxidada.
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1.3.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre a acdo dos agentes
oxidantes e antioxidantes, com predominio dos oxidantes, com conseqiente dano
tanto aos lipideos quanto ao DNA (HALLIWELL, 1991). Em termos gerais, 0 estado
de estresse oxidativo organico parece variar com a concentragao de oxigénio, o tipo
de tecido analisado, dieta e a idade do individuo, ingestao de farmacos, exposicéo a
condic6es ambientais improprias, tais como radiagdo ultravioleta, poluicdo, umidade
relativa, temperatura ambiente e estresse emocional.

Esta situacao de estresse oxidativo traduz-se na incapacidade de impedir ou
reparar as repercussodes das ERO sobre as estruturas celulares e ja foi descrito que
ocorre em todos os seres bioldgicos, mesmo em situacdes de funcionalidade basal,
isto €, em repouso (MOTA et al., 2004). Um incremento do estresse oxidativo pode
dever-se ndo s6 ao aumento na producdo de ERO, mas, também, a reducdo da

capacidade antioxidante ou, ainda, a conjugacéao destes dois fatores.

1.3.4 Peroxidacéo Lipidica

A peroxidacdo lipidica pode ser definida como uma cascata de eventos
bioquimicos resultante da acdo dos radicais livres sobre os lipideos insaturados das
membranas celulares gerando principalmente radical alquila (L®), alcoxila (LO®) e
peroxila (LOO®), levando a destruicdo de sua estrutura (VASCONCELOS et al.,
2007). Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERO, porém a
membrana é um dos mais atingidos, havendo perda da seletividade na troca idnica

e liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas,
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e formacdo de produtos citotéxicos, como o malondialdeido. Todas essas
modificagcbes oxidativas causam mudancas nas propriedades fisicas e quimicas das
membranas, culminando com a morte celular. Porém, nem sempre 0s processos de
lipoperoxidacdo sao prejudiciais, pois seus produtos atuam significativamente na
reacdo em cascata a partir do acido aracdénico (formacdo de prostaglandinas) e,
portanto, na resposta inflamatoria (HALLIWELL, 1991). Todavia, o excesso de tais
produtos pode ser lesivo (LIMA & ABDALLA, 2001; VASCONCELOS et al., 2007).

A peroxidacdo lipidica é uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas
de iniciacdo, propagacao e terminacdo (HALLIWELL, 1991; LIMA & ABDALLA,
2001; VASCONCELOS et al., 2007). A etapa de iniciacdo 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 € comumente estabilizado por
rearranjo molecular, formando um dieno conjugado (LIMA & ABDALLA, 2001). Sob
condicdes aerdbicas, o carbono radicalar do dieno conjugado reage com O, (que é
uma molécula hidrofébica e, portanto, se concentra no interior das membranas) e
forma o radical peroxila. Este radical peroxila € capaz de abstrair hidrogénio de
moléculas de lipideos adjacentes, cujo carbono radicalar sofre novo rearranjo, reage
com O, e forma outro radical peroxila e assim sucessivamente, caracterizando a
reacdo em cadeia da etapa de propagacao (HALLIWELL, 1991). O radical peroxila
combina-se entdo com o hidrogénio abstraido, gerando o lipideo hidroperdxido
(LOOH) que, ao sofrer quebra, forma aldeidos como malonaldeido, entre outros. Na
decomposicdo dos hidroperoxidos lipidicos sdo gerados radicais peroxila e alcoxila.
A terceira e ultima etapa da peroxidacao lipidica, a etapa de terminacao, instala-se

com a neutralizacdo dos radicais formados por acdo de antioxidantes lipossolaveis
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ou pela reacdo de dois radicais lipidicos, formando produtos ndo radicalares

(VASCONCELOS et al., 2007).

1.4 NOCOES BASICAS SOBRE O SISTEMA RESPIRATORIO

1.4.1 Histofisiologia Pulmonar

Os pulmdes tem a func&o primordial de permitir as trocas gasosas entre o0 ar
ambiente e a circulacdo pulmonar. Essa troca acontece, majoritariamente, em nivel
alveolar num processo chamado de hematose, que consiste na captacdo do O, do
ar, que é levado ao sangue venoso dos capilares pulmonares, e na eliminacéo do
dioxido de carbono (CO,), resultante dos processos do metabolismo celular.

A traquéia se divide em dois brénquios principais que penetram o pulmao
direito e o esquerdo. A partir dai, os brénquios se ramificam por dicotomia no
pulmdo em brénquios lobares e segmentares, bronquiolos e bronquiolos terminais,
gue sdo as menores vias aéreas sem alvéolos. Da traquéia até os bronquiolos
terminais encontramos um epitélio pseudo-estratificado ciliado com células muco-
secretoras e células de Clara, que secretam proteinas que protegem o revestimento
bronquiolar contra certos poluentes do ar inspirado e contra inflamacdes. Cada
brénquiolo terminal da origem a diversas geracdes de bronquiolos respiratorios que,
por sua vez, ddo origem aos ductos alveolares inteiramente revestidos de alvéolos
(WEST, 2002; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). A estrutura dos bronquiolos
respiratérios é semelhante a dos bronquiolos terminais, mas suas paredes ja

apresentam alvéolos, onde ja pode haver troca gasosa.
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Os alvéolos pulmonares constituem pequenas evaginacdes em forma de
saco, com aproximadamente 200 um de diametro, localizados nos bronquiolos
respiratorios, ductos alveolares e sacos alveolares. Eles representam a unidade
funcional e estrutural priméria do sistema respiratério, sendo suas delgadas paredes
ideais para a troca de CO, por O,. Embora cada alvéolo seja uma estrutura
pequena, seu numero total se aproxima de 300 milhGes. Os espacgos aéreos de dois
alvéolos podem se comunicar ente si através dos poros de Kohn, que executam a
funcdo de equilibrar a pressédo do ar dentro dos segmentos pulmonares. A regiao
entre os alvéolos adjacentes € conhecida como septo alveolar, que é composto pelo
endotélio capilar, membrana basal e tecido intersticial adjacente. Este ultimo € rico
em fibras elasticas e fibras de colageno, fibroblastos, mastdcitos e raros linfécitos e
monocitos (STEVENS & LOWE, 1995).

As paredes alveolares sdo compostas por dois tipos de células: os
pneumacitos tipo | e pneumdocitos tipo Il (WEST, 2002). Aproximadamente 90% da
superficie alveolar é revestida por epitélio pavimentoso simples, cujas células séao
conhecidas como pneumdécitos do tipo I. Eles formam juncdes oclusivas prevenindo
0 escape do liquido extracelular (liquido tecidual) para dentro da luz alveolar. Os
pneumocitos do tipo Il ocupam somente 5-10% da superficie alveolar, séo
responsaveis pela producdo do surfactante, que reduz a tensdo superficial dos
alvéolos e, consequentemente, reduz a forca necessaria para a inspiracao,
facilitando a respiracdo. Além disso, impedem o colapso dos alvéolos durante a
expiracdo (WEST, 2002; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Na superficie interna dos alvéolos (limen) encontram-se os macrofagos
alveolares. Eles se movem lentamente por toda parte dentro da camada de

surfactante, mantendo-a limpa e estéril. As particulas de poeira que alcancam o0s
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alvéolos pulmonares sédo fagocitadas por estes macréfagos. Quando estimulados
por agentes infecciosos, 0s macrofagos alveolares iniciam uma resposta
imunolégica secretando fatores quimiotaticos para leucécitos, particularmente
neutréfilos. Estes invadem o alvéolo e se unem ao ataque contra 0S organismos
estranhos. Os macrdfagos alveolares também fagocitam o surfactante e, deste
modo, sdo importantes na sua renovacdo. Os macrofagos alveolares contendo
fragmentos migram para os brénquios e sdo levados para fora dos pulmdes pela
acao ciliar (MCLENNAN & DEYOUNG, 1984).

Algumas diferencas sao descritas entre a histologia pulmonar humana e de
camundongos. No caso dos camundongos, estes respiram obrigatoriamente pelo
nariz e a maioria de suas células epiteliais nasais é olfatéria, com poucos cilios.
Assim, podem ter menor eficiéncia na capacidade de filtrar particulas inaladas
(SHAPIRO, 2000). Nestes animais, o pulméo esquerdo é compreendido por um
unico lobo e o pulméo direito por quatro (superior, médio e caudal e acessorio)
(COOK, 1965). A arvore bronquica do camundongo tem um menor namero de
ramificacbes que a de seres humanos e ndo apresenta bronquiolos respiratorios,
sendo os ductos alveolares originados diretamente dos bronquiolos terminais (BAL
& GHOSHAL, 1988). Ainda, possuem poucas glandulas submucosas, localizadas
exclusivamente na traguéia, e ndo tem verdadeiras células caliciformes, mas
apresentam células de clara e células epiteliais ciliadas em toda a via aérea

(SHAPIRO, 2000).
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1.4.2 Mecénica Respiratéria

A respiracdo é um processo ciclico que envolve certo trabalho mecéanico por
parte dos musculos respiratorios para a movimentacdo do sistema respiratério. O
sistema respiratorio é formado por dois componentes: o pulméo e a parede toracica.
Como parede toracica subentende-se todas as estruturas que se movem durante o
ciclo respiratorio a excecao dos pulmdes. A pressdo motriz, gerada pela contracao
muscular durante a inspiracdo, precisa vencer forcas de oposicao, tais como: a)
forcas elasticas dos tecidos pulmonares e parede toracica; b) forcas resistivas
resultantes do fluxo de gas pelas vias aéreas e movimentacdo das moléculas
constituintes do tecido pulmonar e dos tecidos da parede toracica (MOUNT, 1955);
c) forcas viscoelasticas dos tecidos pulmonares e da parede toracica (MOUNT,
1955; HILDEBRANDT, 1970); d) forcas plastoelasticas responsaveis pela histerese
(HILDEBRANDT, 1970); e) forcas inerciais, dependentes da massa dos tecidos e
dos gases (MEAD & WHITTENBERGER, 1954); f) forcas gravitacionais, incluidas
nas forcas elasticas (MILIC-EMILI, 1977); g) forcas de distorcdo da parede toracica.
Contudo, durante a respiracao basal, as forcas inerciais e de distorcdo da parede
séo consideradas despreziveis (RODARTE & REHDER, 1986).

A elasticidade € uma propriedade da matéria que permite ao corpo retornar a
sua forma original apds ter sido deformado por uma forca 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 forca (ou
pressao) aplicada até que seu limite elastico seja atingido.

Os tecidos pulmonares e da parede toracica possuem propriedades elasticas

e, logo, obedecem a lei de Hooke, de modo que quanto maior a pressao motriz,
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maior o volume de gés inspirado. A inclinagdo da curva volume-pressdo, ou a
relacdo entre a variacdo de volume gasoso mobilizado (AV) e a pressao motriz
necessaria para manter o sistema respiratério insuflado, é conhecida como
complacéncia do sistema respiratorio (Csr). Logo, Csr = AV/Pel, sr, onde Pel, sr
corresponde a pressdo de retracdo elastica do sistema respiratério (MEAD, 1961;
HILDEBRANDT, 1970).

Existem dois fatores responséaveis pelo comportamento elastico do pulmao.
Um deles é representado pelos componentes elasticos do tecido pulmonar (fibras
elasticas e colagenas). No entanto, acredita-se que o comportamento elastico do
pulméo ndo depende do simples alongamento das fibras de tecido conjuntivo, mas
principalmente de seu arranjo geométrico. O segundo fator que participa das forcas
elasticas € a tensao superficial na interface ar-liquido que recobre a zona de troca
gasosa (WEST, 2002).

Durante a movimentacao 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 respiratorio (Rsr) pode ser calculada dividindo-
se a pressao resistiva (Pres,sr) pelo fluxo aéreo (MEAD & WHITTENBERGER,
1954).

A resisténcia pulmonar pode ser subdividida em dois subcomponentes: a
resisténcia das vias aéreas (Rva), que depende do fluxo de ar no interior dos
pulmbes, e a resisténcia tecidual (Rtec), que ¢é determinada pelas perdas
energéticas geradas pela viscosidade (isto é, atrito) pertinente a movimentacédo do
pulmdo (MEAD & WHITTENBERGER, 1954). A resisténcia das vias aéreas pode
ser influenciada pela geometria da arvore traqueobrdnquica, pelo volume pulmonar,

pela complacéncia das vias aéreas, pela densidade e viscosidade do gas inspirado
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e pela musculatura lisa dos bronquios. A resisténcia tecidual depende da velocidade
do deslocamento, o que € importante tanto durante a inspiragdo quanto na
expiragao (WEST, 2002).

Além dos componentes elasticos e resistivos, 0 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. Substéncias viscoelasticas, quando mantidas
sob deformacédo constante, apresentam uma queda de tensdo, chamada de “stress
relaxation”, ou relaxamento de tens&o. Por outro lado, sob uma tenséo constante, o
corpo tende a se deformar continuamente com o decorrer do tempo, fendémeno
chamado “creep” (DORRINGTON, 1980). E importante notar que esta deformacéo
nao € irreversivel, mas sim reprodutivel, podendo ser repetida desde que seja
precedida por um periodo no qual o material permaneca em condi¢cdes de repouso,
a fim de apagar a memaria do evento anterior. Do ponto de vista morfofuncional, a
viscoelasticidade ocorre ao nivel de tecido pulmonar e de parede toréacica,
permitindo o intercambio de energia (pressédo) entre o componente elastico e o
resistivo. Por exemplo, durante uma pausa inspiratoria, a energia potencial
(presséo) acumulada no componente elastico pode ser dissipada na forma de calor

pelo componente resistivo.

1.4.3 Estudo da Mecanica Respiratoria

A complexidade do sistema respiratério estimulou a busca de modelos

matematicos, relativamente simples, capazes de mimetizar o seu comportamento

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

Em 1985, Bates et al. expandiram o modelo, originalmente proposto por
Mount, na forma de um modelo fisico composto por elementos elasticos
representados por molas e 0s resistivos expressos por amortecedores (BATES et
al., 1985b). Os autores realizaram uma andlise tedérica do comportamento néo
homogéneo do sistema respiratério submetido a ventilagdo mecanica com fluxo
inspiratério constante, seguida por oclusédo subita das vias aéreas. Imediatamente
apos a oclusao, ocorre uma queda rapida da pressao traqueal (AP1, sr), indo do seu
valor maximo (Pmax, sr) até um ponto de inflexdo (Pi, sr), seguida por uma queda
lenta (AP2, sr) até atingir um platd, que corresponde a pressao de retracdo elastica
do sistema respiratério (Pel, sr).

O modelo de Bates et al. (1985b) é constituido por dois submodelos, pulméao
e parede toracica, apresentando um arranjo em paralelo, uma vez que sé&o
submetidos @ mesma variacdo de volume (Figura 6). A subunidade pulmonar
consiste de um amortecedor, representando a resisténcia das vias aéreas (Rinit,L),
em paralelo com um corpo de Kelvin, que consiste de uma mola representando a
elastancia estatica (Est,L) em paralelo com um corpo de Maxwell, caracterizado por
uma mola, componente elastico (E2,L), e um amortecedor, componente resistivo
(R2,L), dispostos em série. E2,L, R2,L e a constante de tempo correspondente (12 =
R2,L/E2,L) estimam as propriedades viscoelasticas do pulméo. Ja a subunidade da

parede toracica € representada por uma resisténcia (Rinit,w) e pelo corpo de Kelvin,
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caracterizado pela elastancia estética da parede toracica (Est,w) e dos parametros

gue correspondem a viscoelasticidade (E2,w, R2,w e t2,w).

PULMAO PAREDE TORACICA
b el b st w
V.P ]_-j V. P ‘_:j
E2,L E2.w
Y Rinit, I Y Rinit. w

Figura 6. Modelo de molas e amortecedores para interpretacdo da mecéanica do sistema
respiratério com a técnica de interrupcdo do fluxo, proposto por Bates et al. (1985hb).
Pulmdo e parede toracica apresentam um componente resistivo (Rinit,L e Rinit,w,
respectivamente) em paralelo com um corpo de Kelvin; composto por componente elastico
(Est,L e Estw, respectivamente), representando a elastancia estatica dos dois
compartimentos em paralelo com um corpo de Maxwell, conjunto de amortecedor e mola
em série (R2,L - E2,L, e R2,w — E2,w, respectivamente), o qual representa o
comportamento viscoelastico. A distancia entre as duas barras horizontais é anéloga do
volume pulmonar (V) e a tensdo entre elas é analoga da pressdo de abertura das vias
aéreas (P).

Quando esse modelo € alongado (afastamento das duas barras horizontais) a
uma velocidade constante (v), a carga da mola E2 aumenta com o tempo (Ti) e a
velocidade do amortecedor R2 se aproxima da velocidade de alongamento (v),
assim, a forca exercida pela mola E2 aproxima-se de R2.v. Se uma manobra de
“interrupcdo de fluxo” for realizada, o movimento relativo das duas barras
horizontais cessa. Com isso, o0 comprimento da mola E2 diminui gradualmente até

atingir seu comprimento de equilibrio. Logo, nesse modelo, o decaimento pressorico
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lento (AP2), observado apds a interrupcdo do fluxo, € interpretado como o
equivalente ao relaxamento da mola E2, resultando em dissipacdo resistiva de
energia no amortecedor R2.

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

Stress relaxation € a capacidade do pulmédo de se adaptar a uma insuflacéo
mantida, apresentando reducdo da pressdo em funcdo do tempo. Quando
permanece sob um comprimento constante (volume), a tensédo pulmonar se altera
com o tempo; logo, o gradiente de pressédo diminui progressivamente. O stress
relaxation depende do realinhamento da matriz extracelular e de perdas de energia
nos tecidos pulmonares e na interface ar-liquido (HORIE & HILDEBRANDT, 1971).
Ja o pendelluft é a transferéncia de um pequeno volume de gas dos compartimentos
pulmonares de maior pressdo para 0S compartimentos de menor pressao,
representando o reajuste estatico das diferencas regionais de volume pulmonar
resultantes de desigualdades de constante de tempo (BATES et al., 1985b; OTIS et
al., 1956).

O método de oclusdo das vias aéreas apoés insuflacdo com fluxo constante

ndo é capaz de determinar a contribuicdo relativa do pendelluft (desigualdades de
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constantes de tempo) e do stress relaxation (componente viscoelastico) para o
desenvolvimento da queda lenta observada na pressao traqueal (BATES et al.,
1985b e 1988a; KOCHI et al., 1988a). No entanto, varios autores acreditam ser a
maior contribuicdo representada provavelmente pelo stress relaxation (BATES et al.,
1988b; KOCHlI et al., 1988a; SIMILOWSKI et al., 1991).

Em 1988, o modelo de ocluséo ao final da inspiracéo foi validado através de
estudos experimentais utilizando capsulas posicionadas em pontos diferentes da
superficie pleural. Ao medir diretamente a pressao alveolar, comprovou-se ser esta
homogénea através dos pulmdes, apresentando pico de presséo coincidente com o
ponto de inflexdo (Pi) observado na curva de pressao traqueal. Logo, a presséo
alveolar mostrava comportamento semelhante ao encontrado na segunda fase da
pressao traqueal, a de queda lenta. Tal observacao indica que a variacao de
pressdao responsavel pela queda lenta (AP2) ocorre em consequéncia a um
fendbmeno distal ao alvéolo, ou seja, no tecido pulmonar. Logo, AP2 é uma
manifestacdo do comportamento tecidual de adaptacdo ao stress (BATES et al.,
1988b; SALDIVA et al., 1992).

O método da oclusédo ao final da inspiracdo € bastante utilizado, a fim de
estudar a mecanica respiratoria tanto em animais quanto em humanos anestesiados
(AULER et al., 1987; BATES et al., 1985b; D'ANGELO et al., 1989 e 1994; SOARES
et al.,, 2007; CARVALHO et al.,, 2010). Este método foi utilizado no presente
trabalho, por fornecer informacdées individualizadas sobre o componente pulmonar e

permitir a analise de suas propriedades elastica, viscosa e viscoelastica.
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A compreensao dos efeitos de doses sub-letais de MCs torna-se relevante,
pelo fato de populagcées humanas estarem mais expostas a pequenas doses do que
a doses letais da toxina. Embora o 6rgéo alvo da acdo da MC seja o figado, alguns
estudos com animais e relatos de intoxicagdo em humanos déo conta do
aparecimento de alteragcdes no sistema respiratério, como trombose pulmonar
atipica, broncopneumonia, necrose extensa do epitélio da mucosa, tanto da via
respiratoria quanto olfatoria, e pneumonia (CARMICHAEL & SCHWARTZ, 1984,
BEASLEY et al., 1989; TURNER et al., 1990; FITZGEORGE et al., 1994; ITO et al.,
2000, 2001; WANG et al., 2008). O nosso grupo demonstrou que a administracao
i.p. de extrato toxico de cianobactérias contendo MC-LR causa efeitos deletérios no
pulméo, evidenciados por meio de analise histologica (PICANCO et al., 2004).
Ademais, a administracdo i.p. de MC-LR purificada acarretou alteracdo da mecanica
respiratéria, recrutamento de células inflamatorias e edema intersticial ao longo do
tempo (SOARES et al., 2007).

No entanto, as informacfes sobre lesdo no sistema respiratério ainda séo
escassas na literatura, tendo a maior parte dos estudos avaliado a histologia
pulmonar e de vias aéreas apenas de forma qualitativa. Além disso, nenhum estudo
sobre como as alteracbes encontradas no sistema respiratorio afetam a funcéo
pulmonar apés a instilacdo i.t. de MC-LR, ou sobre os mecanismos envolvidos
nesse tipo de lesdo, foi encontrado. Cabe ressaltar que o estudo dos efeitos
causados pela MC-LR tendo a via aérea como porta de entrada torna-se muito mais
relevante socialmente, uma vez que esta € uma forma de contato muito mais comum

do que avia i.p. ou i.v..
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Os estudos experimentais representam uma importante ferramenta na
avaliacédo dos riscos das cianotoxinas para a populagcdo humana. Sendo as MCs as
toxinas mais comumente encontradas nos ambientes aquaticos, seus efeitos sub-
letais no pulméo foram escolhidos como objeto de estudo desta tese. Ainda, como o
estresse oxidativo € um dos mecanismos de lesdo por MC-LR no figado, este

poderia também ser um dos mecanismos responsaveis pela lesdo pulmonar.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar temporalmente os efeitos de uma dose sub-
letal de MC-LR administrada intratraquealmente sobre a mecéanica pulmonar, histologia
e inflamacdo pulmonar e hepatica e analise de indicadores de estresse oxidativo no

pulmé&o de camundongos saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nesses animais, pretendemos:

1. Avaliar, pelo método da oclusdo ao final da inspiracdo, as propriedades
resistivas, elasticas e viscoelasticas e/ou inomogéneas do pulmao;

2. Estudar, pelo método de contagem de pontos, as alteragdes morfométricas e
a celularidade total e diferencial no parénquima pulmonar;

3. Analisar qualitativamente a histologia hepética por microscopia 6tica;

4. Quantificar a MC-LR nos tecidos pulmonar e hepético por ELISA;
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6.
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Avaliar a atividade da mieloperoxidase no tecido pulmonar;

Identificar a presenca de estresse e dano oxidativos no pulmao por meio de
ensaios bioquimicos para avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, peroxidacao lipidica

e carbonilagéo de proteinas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Cento e quarenta e nove camundongos Swiss machos normais adultos,
oriundos do Biotério Central da UNICAMP em Campinas, pesando 25-35 g, foram
utilizados neste trabalho. Os animais receberam 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). O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséao de
Etica com Uso de Animais (CEUA), Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, sob o numero IBCCF 012.

Inicialmente, os animais (n=98) foram submetidos a avaliacdo da mecéanica
respiratéria in vivo, histologia pulmonar para analise da morfometria e quantificacéo
da celularidade total, histologia hepatica, e deteccdo de MC no pulméo e no figado.
Para os ensaios bioquimicos foram utilizados outros 51 animais.

A medida da mecanica respiratoria e a analise da histologia pulmonar por
microscopia optica foram realizadas no Laboratério da Fisiologia da Respiracéo,
enquanto a quantificacdo de MC por ELISA foi feita no Laboratorio de Ecofisiologia
e Toxicologia de Cianobactéria, ambos do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
(UFRJ). Os ensaios bioquimicos foram conduzidos em colaboracdo com o
Laboratorio de Inflamacgédo, Estresse Oxidativo e Cancer, Instituto de Ciéncias
Biomédicas (UFRJ). A andlise histoldgica do figado foi realizada no Laboratério de
Poluicdo Atmosférica Experimental, Departamento de Patologia, Faculdade de

Medicina da Universidade de S&o Paulo (USP).
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4.2 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para as andlises descritas acima, os camundongos foram aleatoriamente
divididos em dois grupos experimentais:
e Grupo controle (CT) — 50 pL de salina (NaCl a 0,9%) foram instilados i.t..
e Grupo microcistina (MC) — foi instilada uma dose sub-letal (40 pg/kg i.t.) de MC-LR
(padrao diluido em metanol 50% e salina cedido pelo Prof. Wayne Carmichael, Wright
State University, EUA).

Ambos os grupos foram subdivididos em 5 grupos, com base no tempo pdés-
instilacdo em que foram realizadas as analises, em 2, 8, 24, 48 e 96 horas (Figura 7).
No entanto, o grupo CT néo apresentou diferenca entre 0s tempos pds-instilacéo, sendo

reunidos em um Unico grupo.

il Swiss (n=149)
R

I = 1

/-\b. 'O

B Salina 0 MCLR
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|
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(n=31)

Figura 7. Organograma experimental. Grupo CT - animais submetidos & instilagéo
intratraqueal (i.t.) de 50 uL de solug&o salina. Grupo MC - animais submetidos & instilacéo
i.t. de 40 pg/kg de microcistina-LR (MC-LR) diluidos em solucéo salina. Os experimentos
foram realizados 2, 8, 24, 48 e 96 horas apo0s a instilagéo.

A (50, it)
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Cabe ressaltar que os 98 camundongos utilizados inicialmente tiveram a
mecanica pulmonar avaliada em duas levas distintas de animais para todos 0s grupos,
tendo sido realizada uma terceira leva de experimentos apenas para o grupo MC 24 h a
fim de confirmar os resultados da mecéanica. Dai, a diferenca observada no nimero de
animais entre a analise da mecénica e as andlises histologicas e a quantificacdo de

MC-LR por ELISA refletem perdas devido a conservacdo, armazenamento ou

processamento do material.

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para a realizacdo da instilagcdo i.t. os camundongos foram sedados com
Sevoflurano (Sevorane®, Abbott, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) na concentracéo
alveolar minima de 2. Uma incisdo de 3 mm foi feita na linha média do pescoco, 0s
tecidos adjacentes foram divulsionados até que a traquéia ficasse exposta e a
solucéo salina ou toxina eram instilados i.t. através de uma seringa de insulina com
agulha (BD Ultra-Fine 1I® 0,3 mL, S&o Paulo, SP, Brasil). Em seguida o corte foi
suturado com fio de Nylon 5-0 e, apdés uma pronta recuperacdo, os animais foram
colocados em gaiolas até o momento do experimento.

Para o experimento, os camundongos foram sedados com diazepam (1 mg/kg
i.p.), pesados (balanca Filizola, modelo BR, Industrias Filizola AS, SP, Brasil) e, em
seguida, anestesiados com pentobarbital sodico [Hypnol®, Cristalia, Itapira, SP,
Brasil (20 mg/kg i.p.)]. Essa dose é suficiente para manter o animal em plano
anestésico (supressao do reflexo cérneo-palpebral) por 1 hora. As medidas de

mecanica pulmonar ndo duraram mais do que 30 minutos.



43

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa
sob foco cirdrgico, em decubito dorsal, sendo seus membros fixados com
esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos estendidos a 90 graus em
relacdo ao corpo e os membros inferiores abduzidos em diagonal. Apds o
posicionamento cirdrgico, foi realizada traqueotomia com introducdo 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 injecéo
intravenosa de brometo de pancurénio (0,1 mg/kg).

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

Apés a adaptacdo ao respirador, os animais foram submetidos a incisao
cirargica por tesoura na linha média do abddmen, justo abaixo do apéndice xiféide.
A incisdo foi estendida, superficialmente, ao longo da parede toracica, sobre o
esterno, sendo, entdo, a pele do animal descolada por tracdo lateral. A seguir, a
incisdo abdominal foi estendida lateralmente, para esquerda e para direita,
seguindo o bordo inferior das costelas, até atingir a linha axilar anterior,

bilateralmente. Com a cavidade abdominal aberta, foi possivel visualizar o
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diafragma, que foi perfurado e secionado segundo a mesma orientagao da abertura
da parede abdominal.

Antes da perfuracdo do diafragma, entretanto, foi determinada a pressao de
retracdo elastica do pulméo (Pel) ao nivel da capacidade residual funcional (CRF).
O valor da Pel foi determinado da seguinte forma: justo antes da perfuracdo do
diafragma as vias aéreas foram ocluidas ao final da expiracéo (i.e., CRF). Quando o
diafragma foi, entdo, perfurado, houve um aumento na pressao transpulmonar (Ptp)
correspondente a Pel. Esse mesmo valor de pressdo (cerca de 2 cmH,O) foi
instalado no linha expiratéria do ventilador artificial como presséao positiva ao final
da expiracdo (PEEP) (SALDIVA et al.,, 1992), mantendo-se, por conseguinte, 0
volume pulmonar ao nivel da CRF. A utilizacdo da PEEP evita o colapso alveolar e
o desenvolvimento de atelectasias resultantes da retirada da parede toracica
(RODRIGUES et al.,, 1993). Apds a retirada do diafragma, a parede toracica foi
removida por cortes longitudinais bilaterais ao nivel da linha axilar anterior, em toda
sua extensao, e corte superior, transversal, abaixo da clavicula.

A canula traqueal do animal foi conectada a um pneumotacografo para
peguenos animais, como descrito por Mortola & Noworaj (1983), sendo o ventilador
acoplado a outra extremidade do pneumotacografo. O pneumotacégrafo utilizado
consiste de uma canula metalica com duas saidas laterais com as seguintes
caracteristicas: diametro interno = 1,5 mm, comprimento = 4,2 cm e distancia entre
as saidas laterais = 2,1 cm. O gradiente de pressao através do pneumotacoégrafo foi
determinado utilizando-se um transdutor diferencial de pressdo Validyne MP45-2
(Engeneering Corp, Northridge, CA, EUA) para medida de fluxo aéreo. O volume
(V1) mobilizado foi obtido por integracdo digital do sinal de fluxo. Através de outra

saida lateral, a via aérea era conectada a um transdutor diferencial de presséao
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Validyne MP45-2 (Engeneering Corp, Northridge, CA, EUA) para medida da PL
(Figura 8).

Uma vez que ndo houve modificacdes abruptas no diametro do circuito, 0s
erros de medida da resisténcia ao fluxo foram provavelmente evitados (CHANG &
MORTOLA, 1981; LORING et al.,, 1979). A resisténcia ao fluxo imposta pelo
equipamento (Req), incluindo a canula traqueal, era constante até fluxos de 26
mL/s, e correspondem a 0,8 cmH,O/mL/s. O espaco morto do equipamento foi de
0,3 mL.

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

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

para assegurar a confiabilidade do registro.
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Figura 8. Montagem experimental da mecéanica in vivo, consistindo de:

- Cilindro de ar comprimido.

- Valvula redutora de pressao.

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

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

- Canula traqueal.

- Mesa cirurgica.

- Transdutor diferencial de pressao transpulmonar.

- Transdutor diferencial de pressdo para medida de fluxo.

10 - Poligrafo de oito canais para amplificacéo dos sinais de fluxo e presséo transpulmonar.
11 - Filtros passa-baixa Bessel de 8 polos.

12 - Conversor analogico-digital de 12 bits.

13 - Microcomputador.

©O©COoOO~NOUILA, WNPE

4.4 ESTUDO DA MECANICA RESPIRATORIA

A mecanica respiratoria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da

inspiracao apos insuflacdo com fluxo constante (BATES et al., 1985a, 1988b, 1989;
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KOCHI et al., 1988a, 1988b), que permite analisar separadamente 0os componentes
eléstico, viscoso e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulméo (Figura 9).

Em um experimento com a parede aberta, a pressdo na abertura das vias
aéreas representa a PL. Apds a oclusao das vias aéreas ao final da inspiracéo,
ocorre uma queda subita da PL (AP1) até um ponto de inflexdo (Pi), a partir do qual
0 decaimento da pressdo assume carater mais lento (AP2), atingindo um platé em
sua porc¢do terminal. Esta fase de platdé corresponde a Pel (Figura 9). A diferenca de
pressdo que caracteriza a queda rapida inicial (AP1), representada pela diferenca
entre a pressdo maxima inicial (Pmax) e o ponto a partir do qual a queda se torna
mais lenta (Pi), corresponde a pressao dissipada para vencer o componente viSCOSO
do pulméo, ou seja, reflete a pressao necessaria para sobrepujar a resisténcia de
vias aéreas centrais (BATES et al., 1988b, 1989; KOCHI et al., 1988a, 1988b). A
segunda variacdo de pressdo (AP2), representada pela queda lenta, do Pi ao platd
(Pel), reflete a pressao dissipada para vencer o componente viscoelastico (“stress
relaxation”) e/ou inomogéneo (“pendelluft’) do tecido pulmonar e vias aéreas
terminais (BATES et al., 1988b; D’ANGELO et al.,, 1989 e KOCHI et al., 1988a,

1988b). A soma de AP1 e AP2 fornece a variagao total de pressao (APtot).
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Figura 9. Método de Oclusdo ao Final da Inspiracdo. Representacdo esquematica dos
tracados de fluxo (V’), volume (V) e presséo transpulmonar (PL) em funcdo do tempo,
obtidos a partir da oclusdo da via aérea ao final da inspiracdo. Os pulmdes foram
ventilados com volume corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O plat6 foi alcancado
ap6s uma pausa inspiratéria de 5 s. ApGs a ocluséo das vias aéreas, ha uma queda rapida
na PL (AP1) que corresponde a Pmax — Pi, pressdo dissipada para vencer o componente
viscoso do pulmao, seguida por uma queda lenta (AP2), presséo dissipada para vencer 0s
componentes viscoelastico e/ou inomogéneo do pulmao, até um ponto de equilibrio
elastico, representada pela presséo de retracdo elastica pulmonar (Pel). A linha de base do
registro de pressdo corresponde a pressdo positiva ao final da expiragdo (PEEP) de 2
cmH,0 (neste animal). V1, volume corrente; ins, inspiragdo (BATES et al., 1988b).

As elastancias estéaticas (Est) e dinamica (Edyn) do pulméo podem, entéo,

ser obtidas dividindo-se Pel e Pi, respectivamente, pelo volume corrente. AE é a

diferenca entre Edyn e Est.
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As seguintes férmulas foram utilizadas na analise da mecanica pulmonar:

AP1 = Pmax — Pi
AP2 = Pi — Pel
APtot = AP1 + AP2
Est = Pel/Vt
Edyn = Pi/ V1
AE = Edyn - Est

Ti :VTN,

Onde:
AP1 = variacdo de presséao utilizada para vencer o componente viscoso

AP2 = variacdo de pressao relativa ao componente viscoelastico e/ou inomogéneo

APtot = variacdo de pressao total Pmax = pressdo maxima atingida
Pi = presséo no ponto de inflexao Pel = pressao de retracdo elastica
Est = elastancia estatica Edyn = elastancia dinamica

Vt = volume corrente AE = variacdo de elastancia

T, = tempo inspiratério V’= fluxo inspiratoério

Para a realizacdo da oclusdo, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de
fechamento definido (10 ms). Como este fechamento ndo € instantaneo, o volume
nunca cai a zero imediatamente apds a ocluséo, propiciando, assim, a existéncia de

um pequeno fluxo. Este fluxo sera responsavel pelo aumento do volume pulmonar e,
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consequentemente, de Pméax, Pi e Pel. Por isso, foi feita corre¢cdo de acordo com
Kochi e colaboradores (KOCHI et al., 1988a).

A variacdo de pressédo determinada pelo equipamento (APeq = Req.V’) foi
subtraida de APtot e AP1, de forma que os resultados refletem propriedades
mecanicas intrinsecas.

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

Montreal, Quebec, Canada).

4.5 ANALISE DA HISTOLOGIA DO PARENQUIMA PULMONAR

4.5.1 Fixacdo e Preparo das Laminas para Microscopia Optica

Apoés a determinacao da mecanica pulmonar, a aorta abdominal e a veia cava
foram seccionadas, gerando uma hemorragia macica, que rapidamente levou o0s
animais ao obito. A traquéia foi ocluida com linha de algodéao ao final da expiracéo,
guando a capacidade residual funcional (CRF) pulmonar é atingida. A porcao
abdominal do esbéfago foi identificada e isolada, sendo presa por uma pinca
hemostatica. As estruturas do pescoco foram dissecadas com liberacdo das vias
aéreas. A pinca que prendia o esb6fago era suavemente tracionada para cima,
permitindo separa-lo das estruturas aderidas a parede toracica posterior. Com todas
as estruturas individualizadas, a traquéia foi seccionada acima do local ligado pelo
fio e, posteriormente, o esdfago foi separado do conjunto por leve tracao.

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

e MC-1: Etanol 70%, cloroférmio 22,5% e acido acético 7,5%, a -20° C durante 1 h;
e MC-2: Etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a -20° C durante 1 h;

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

e Etanol 100%, a -20° C durante 1 h.

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

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

Alemanha), segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos.

4.5.2 Analise Histologica e Morfométrica

Para a analise descritiva, toda a superficie da lamina foi observada com
todas as estruturas pulmonares representadas, em aumento de 200 e 1000x.

A andlise quantitativa foi realizada utilizando-se a técnica convencional de
contagem de pontos (“point-couting”) (GUNDERSEN et al., 1988), utilizando uma
ocular acoplada ao microscopio contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e

50 linhas dispostos em paralelo (Figuras 10 e 11).
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A frac@o de area ocupada por alvéolos normais, colapsados e hiperinsuflados
(maior que 120 pum) foi quantificada, em um aumento na ocular do microscopio
optico de 200x. Foram avaliados cinco a dez campos aleatorios e ndo coincidentes
por lamina. A soma dos pontos que caiam em area de alvéolo colapsados, normais
ou hiperinsuflados foi dividida pelo numero total de pontos em cada campo

analisado e expresso sob a forma de percentual (Figura 10).

Figura 10. Reticulo para quantificacdo dos parametros morfométricos. Representacao
esquematica do reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificacdo dos
alvéolos normais, colapsados ou hiperinsuflados em um aumento de 200x.

As células polimorfonucleares [PMN (neutréfilos + eosindfilos)], células
mononucleares [MN (macrofagos + linfocitos + mondcitos)] e tecido pulmonar foram

guantificados em um aumento de 1000x. Foram avaliados cinco a dez campos
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aleatérios e nado coincidentes. O tecido pulmonar foi avaliado através do nimero de
pontos do campo que recaiam sobre &areas de tecido e ndo sobre espacos aéreos.
Como a area total do reticulo é de 10000 um?, cada ponto cobre uma area de 100
um? logo, a area de tecido corresponde ao nimero de pontos que recaem sobre
tecido x100 pm®. No caso das células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares
(MN), foi quantificado o numero total de cada tipo celular presente nos septos
alveolares contidos no reticulo, bem como a celularidade total (PMN + MN). O
resultado foi expresso em nimero de células/ pm’ (Figura 11).

Os valores finais de cada lamina foram expressos como média + erro padréo

da média (EPM).

Figura 11. Reticulo para quantificacdo da celularidade. Representacdo esquemética do
reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificacdo de células polimorfo- e
mononucleares no tecido pulmonar em um aumento de 1000x. Seta azul: Célula
polimorfonuclear. Seta verde: Célula mononuclear.
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4.6 ANALISE DA HISTOLOGIA DO PARENQUIMA HEPATICO

O padréo de toxicidade aguda por MC-LR no figado € bem descrito, sendo
este 0o 6rgdo mais severamente afetado. Para confirmar que através da via
respiratoria a toxina consegue atingir e gerar dano caracteristico da intoxicacdo por
MC-LR ao seu 6rgéo alvo principal foi realizado o estudo histopatoldgico do figado.

O figado foi retirado do animal imediatamente apds o término do experimento,
mergulhado em formol a 10% tamponado - Millonig (100 mL de formol 40%, 18,6 g
de NaH,PO,, 4,2 g de NaOH e 300 mL de agua destilada) e, em seguida,
processado e corado com HE. Um patologista, que desconhecia a origem do

material, analisou as laminas em aumentos de 100 e 400x.

4.7 QUANTIFICACAO DE MICROCISTINA-LR POR ELISA

O figado e o pulméo direito de cada animal foram separados para a analise
do conteudo de MC-LR por ELISA. Os érgéos foram homogeneizados em solucao
tampéo (0,1 g de tecido/mL) contendo EDTA (0,1 mM), DTT (1 mM), Tris-HCl a pH =
7,0 (50 mM) e o inibidor de protease PMSF (0,1 mM) em banho de gelo, utilizando-
se homogeneizador Tissuemiser (Fisher Scientific, Hampton, NH, USA). O
homogenato resultante foi centrifugado a 10000 g e o sobrenadante (citosol) obtido
armazenado em freezer a -20° C até o momento da andalise.

O método utiliza anticorpos policlonais de coelho anti-MC-LR, com
reatividade cruzada também contra varios congéneres de MC. O método ELISA
competitivo direto, utilizado para estas analises, identifica o antigeno (a MC) através

de uma combinacdo de anticorpos secundarios (anti — IgG) e anticorpos primarios
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anti-MC-LR. Entretanto, este método consegue detectar somente MCs livres. Foram
utilizados kits de ELISA comerciais da Beacon Analytical Systems (Portland-ME,
EUA), seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante. Para corrigir o efeito
de falso positivo, todas as amostras foram decrescidas do maior valor detectado nos
animais do grupo CT. O limite minimo de quantificacdo deste método corresponde a

0,1 ppb e o maximo a 2,0 ppb.

4.8 ENSAIOS BIOQUIMICOS

Para analise do desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes sofrido pelos
diferentes tecidos foram realizados ensaios bioquimicos que medem a atividade das
enzimas antioxidantes ou de marcadores de estresse e dano oxidativo. Outros
animais CT (n=10) e MC (n=41) foram subdivididos nos mesmos grupos descritos
anteriormente para estas analises.

O estresse oxidativo foi mensurado por meio da atividade de enzimas
antioxidantes como a SOD, a CAT e a GPx. Ja o dano oxidativo foi avaliado pelo
método de estudo das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) e pela
carbonilacdo de proteinas. Foi analisada ainda a atividade da mieloperoxidase
(MPO), enzima lisossomal envolvida na atividade bactericida de PMN.

Para estas analises, o pulméao esquerdo foi removido e mantido a -70° C até
0 preparo da amostra. Em seguida, foi homogeneizado (Tissuemiser, Fisher
Scientific, Hampton, NH, USA) com solucédo tampéao (fosfato de potassio 100 mM +
EDTA 5 mM, solucdo final 1000 mL) e centrifugado (centrifuga modelo 243M,
FANEM, Sao Paulo, Brasil) a 3000 g durante dez minutos. O sobrenadante foi

coletado e o volume final de todas as amostras foi ajustado para 1,5 mL com tampé&o
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fosfato de potassio. Essas amostras foram armazenadas em freezer a -20° C até o

momento das andalises.

4.8.1 Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976), que utiliza o corante coomassie brilliant blue G-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) para a determinacdo de proteinas totais em uma amostra. Tal método
consiste na interacdo entre o corante G-250 e macromoléculas de proteinas que
contém aminoéacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacéo, a
interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante estabiliza a forma
anionica do mesmo, causando uma visivel mudanca de coloracdo inicialmente
castanha para tons em azul, de acordo com a concentracdo da proteina. G-250
ligado a proteina tem sua absorbancia alterada de 465 nm para 595 nm. Em uma
placa de 96 pocos, foi preparada a curva padrdo com albumina (1 mg/mL) em
triplicata e, em seguida, o poco teste (199 uL de reagente Bradford e 1 uL da
amostra). Apés completa mistura, foi observado se o tom de azul do poco teste
estava entre o menor e o maior valor da curva padrdo. Uma vez estabelecido o valor
da amostra (1 uL), distribuiu-se os diferentes grupos nos pog¢os em duplicata com
volume final de 200 pL, colocando-se primeiramente o reagente Bradford (199 uL) e
por ultimo a amostra. Com auxilio de uma pipeta fez-se a homogeneizacéo. A leitura
da placa foi realizada com leitor de ELISA (Modelo 550, Bio-Rad, Hercules, CA,

USA) no comprimento de onda de 595 nm.
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4.8.2 Atividade da MPO

A MPO € uma enzima lisossomal presente em leucécitos PMN, sendo usada
como um marcador de inflamacédo neutrofilica. Para melhor caracterizar o perfil do
processo inflamatério apés a instilacdo de MC-LR, aliquotas do homogeneizado
pulmonar (100 pL) foram extraidas pela adicdo de 900 uL de HTAB (brometo de
hexadeciltrimetilaménio) em temperatura ambiente por 20 minutos. ApGs 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 com refrigeracdo (4°C). O
sobrenadante (600 puL) foi adicionado a 450 uL de TMB (3,4,5-acido
trimetoxibenzaoico, 8-dietilamina-octil éster) e H,O, 1 mM. O produto foi lido em leitor
de ELISA (Modelo 550, Bio-Rad, Hércules, CA, USA) a 655 nm. Os resultados foram
referenciados com base em uma curva padrdao de MPO vs. neutrdfilos. Para a curva
padrao, foi utilizada MPO purificada. O resultado foi dado como atividade de MPO

(mU/mg proteina) (SUZUKI et al., 1983).

4.8.3 Atividade da SOD

A SOD constitui a primeira linha de defesa enzimética contra a producao
intracelular de radicais livres, estando presente na matriz mitocondrial, no citosol e
no meio extracelular. A andlise bioquimica que avalia a atividade da enzima
antioxidante SOD foi feita a partir da inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina
medida espectrofotometricamente no comprimento de onda de 480 nm
(BANNISTER & CALABRESE, 1987). A adrenalina quando oxidada forma um

produto roseo. A inibicdo na formacdo do cromdgeno é proporcional a atividade de
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SOD presente na amostra. Homogenatos pulmonares dos seis grupos experimentais
(diferentes volumes: 10, 20 e 30 pL) foram diluidos em 1.920 uL de tampao glicina
(acido amino acético 3,75 mg/mL + 200 mL de agua destilada, pH= 10,2), 20 uL de
catalase (2,4 mg/mL de agua destilada) e 40 pyL de adrenalina (2 uM). A mistura foi
homogeneizada na cubeta e a absorbancia mensurada a 480 nm (Amersham -
Biosciences mod Ultrospec 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer, Inglaterra) em
um tempo de 180 segundos, com intervalos de 10 segundos. Uma inibicdo de 50%
da reacédo € definida como uma (1) unidade (U) de SOD. Os valores de SOD foram

corrigidos pelo valor da proteina de cada amostra (U/mg proteina).

4.8.4 Atividade da CAT

A analise bioquimica que avalia a atividade da enzima antioxidante CAT, uma
hemeproteina encontrada no sangue, citoplasma e, principalmente, nos
peroxissomos, foi mensurada em resposta ao decaimento na concentracdo de
peroxido de hidrogénio (AEBI, 1984). O ensaio foi realizado a partir da mistura de
tampao fosfato (0,1 M, pH 7,3) + peréxido de hidrogénio 30% (1940 pL) com adigcéo
de 60 yL de amostra. O consumo de H,0O, gera diferenca de cor medida em
espectrofotbmetro. A mistura foi homogeneizada na cubeta e a absorbancia
mensurada a 240 nm em um tempo total de 60 segundos, com intervalos de 10
segundos. Uma inibicdo de 50% da reacao é definida como 1U de CAT. Os valores
de CAT foram corrigidos pelo valor de proteina de cada amostra (U catalase/mg

proteina).
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4.8.5 Atividade da GPx

Esse ensaio mede a taxa de decaimento do NADPH (FLOHE & GUNZLER,
1984). A amostra (100 pL) é adicionada a uma mistura contendo NADPH, GSH, GR,
EDTA e tampéo fosfato, sendo mantidos em banho-maria a 37° C durante 1 min. Em
seguida € adicionado H,O, para iniciar a reacdo. A GPx catalisa a oxida¢do da
GSH, gerando H,O e GSSG. A GR presente na solugao converte imediatamente a
GSSG em GSH através da oxidacdo do NADPH a NADP’. Essa reacdo ¢
acompanhada em espectrofotometro a 340 nm, sendo a atividade expressa em

uM/min/mg proteina.

4.8.6 TBARS

O dano oxidativo foi mensurado pelo método de estudo das TBARS
(DRAPER & HADLEY, 1990). O &cido tiobarbitdrico reage com lipidios de
membrana oxidados gerando um subproduto da lipoperoxidacdo (malondialdeido,
MDA). O MDA reage com o TBA, gerando um produto colorido réseo lido em
espectrofotdbmetro (Ultrospec 2100 pro, Amersham-Biosciences, Buckinghamshire,
Inglaterra). Aliquotas do homogeneizado pulmonar (200 uL) foram desproteinizadas
com 800 pL de 10% de acido tricloroacético e centrifugadas a 900 g por 10 min. O
sobrenadante (500 pL) foi misturado com 500 yL de TBA 0,67%. A mistura foi
aquecida por trinta minutos em agua fervente e, entdo, resfriada em temperatura
ambiente por 5 min. A fase orgéanica contendo o cromdgeno rosa foi extraida com
750 pL de n-butanol e absorbancia de 532 nm mensurada usando o

espectrofotébmetro (Ultrospec 2100 pro, Amersham-Biosciences, Buckinghamshire,
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Inglaterra). Os valores de TBARS (nM/mg proteina) foram expressos com base em

uma curva padrao de MDA.

4.8.7 Carbonilacao de Proteinas

O conteudo carbonilico de proteinas é amplamente utilizado como marcador
de dano oxidativo em proteinas. A técnica utilizada se baseia na reacdo de
dinitrofenilhidrazona (DNPH) com o grupo carbonila que forma a hidrazona da
proteina, cuja leitura é feita em 380 nm (LEVINE et al., 1990). Para esta técnica,
cada amostra é feita em duplicata (100 uL/cada). Uma série de lavagens com acidos
[HCl-acetona (1000 uL), acido tricloroacético 10%, 20% e 30%, etanol-acetato de
etila (500 pL)], sdo realizadas seguidas de centrifugacdo a 1800 g (exceto a
centrifugacdo com HCl-acetona feita a 9000 g) por 3 min e descarte do
sobrenadante. A diferenca entre as duplicatas se faz pela adicido de 500 uL de HCI
2M ou DNPH nas amostras, sendo o resultado dado pela diferenca entre as

absorbancias e expresso em nM/mg proteina.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Foi aplicada one-way ANOVA seguida do teste de Holm-Sidak para
comparac¢des multiplas, nos dados com distribuicdo normal. Para as analises de
mecanica pulmonar, celularidade no parénquima pulmonar, quantificacdo de MC-LR
no figado, atividade das enzimas SOD e GPx e carbonilacdo de proteinas o teste
nao-paramétrico Kruskal Wallis ANOVA on Ranks seguido do teste de Dunn foi

empregado. Os parametros de morfometria foram submetidos a transformada
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arcoseno, para posteriormente serem comparados pelo teste paramétrico. Em todos
os testes, o nivel de significancia foi de 5%. A andlise estatistica foi realizada

através do software SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc., 2008).



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO FIGADO

Para confirmar que através da via respiratoria a toxina consegue atingir e
gerar dano caracteristico da intoxicagdo por MC-LR ao seu 6rgéo alvo principal foi
realizado o estudo histopatolégico do figado.

As Figuras 12, 13 e 14 mostram fotomicrografias do parénquima hepéatico
nos diferentes grupos experimentais. Os danos ao figado ndo sao evidentes no
grupo MC 2 h, porém 8 h apds a instilacdo i.t. de MC-LR o figado apresenta
desestruturacdo dos sinusoides, com dilatacdo e congestdo desses vasos (setas
amarelas), presenca de regides de necrose e vacuolizacdo hepatica (setas
brancas) seguida de dissociacao e arredondamento dos hepatoécitos. Em 24 h nota-
se a presenca de focos de necrose com inflamacéo aguda insipiente (setas pretas)
e a formacéo de duplas placas (setas verdes), que representam células em divisdo
celular na tentativa de regeneracéao tecidual. No grupo MC 48 h sao identificados
infiltrados inflamatorios (setas pretas), vacuolizacdo (setas brancas) e duplas
placas (setas verdes), que também estdo presentes no grupo MC 96 h, onde se
observa necrose submacica, isto é necrose do parénquima hepatico com
preservacdo de algumas areas. Em 96 h h4 presenca de processo de reparacao
(seta laranja), porém nao € possivel determinar se o figado evolui para recuperacao
funcional ou para um processo cirrético. O padrao histopatolégico observado nos

grupos intoxicados por MC-LR esta de acordo com os achados da literatura.
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Figura 12. N&o foi observado dano estrutural ao figado 2 h apos a instilacéo intratraqueal
de microcistina-LR. Fotomicrografias de parénquima hepético (400x) coradas com
hematoxilina-eosina, representativas de 5 animais/grupo. CT, grupo controle; MC 2 h,
grupo microcistina 2 h apds a instilagdo intratraqueal de microcistina-LR (40 ug/kg).



65

Figura 13. A instilagdo intratraqueal de microcistina-LR gerou danos hepaticos
caracteristicos de intoxicacdo por MC-LR. Note a perda da estrutura parenquimatosa com
afastamento dos hepatdcitos. Fotomicrografias de parénquima hepatico (400x) coradas
com hematoxilina-eosina, representativas de 5 animais/grupo. Grupos microcistina (MC)
8 e 24 horas ap0s a instilacao intratraqueal de microcistina-LR (40 ug/kg). Setas amarelas:
sinusoOides dilatados e congestdo; setas brancas: vacuolizagdo; setas pretas: células
inflamatérias; setas verdes: formacao de dupla placa.
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Figura 14. Danos hepaticos caracteristicos de intoxicacdo por MC-LR foram observados
até o ultimo tempo experimental. Note a perda da estrutura parenquimatosa com
afastamento dos hepatécitos. Fotomicrografias de parénquima hepatico (400x) coradas
com hematoxilina-eosina, representativas de 5 animais/grupo. Grupos microcistina (MC)
48 e 96 horas apos a instilagdo intratraqueal de microcistina-LR (40 ug/kg). Setas brancas:
vacuolizacdo; setas pretas: células inflamatorias; setas verdes: formacéo de dupla placa;
seta laranja: processo de reparacao.
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5.2 QUANTIFICACAO DE MC-LR NO FIGADO

Visando a avaliar a presenca de MC-LR no figado dos camundongos, utilizamos
um método imunoenzimatico sensivel e especifico. No figado, a toxina é detectada ja
em 2 h e seu acumulo no érgéo foi tempo-dependente, sendo observada quantidade
significativamente maior de MC-LR nos animais dos grupos MC 48 h e MC 96 h em
relagdo ao MC 2 h (Figura 15).

Os dados da quantificacdo de MC-LR livre em cada animal estao

apresentados no Anexo (pg. 141).

-
N

©o

N

MC-LR no figado
(ng/g tecido)

0 L L 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

Tempo (horas)

Figura 15. Quantificagdo de microcistina-LR no homogenato do figado, descontado o valor
encontrado no CT (falso positivo). Analise feita por ELISA no homogenato hepatico dos
camundongos (n=4-6/grupo) instilados i.t. com microcistina-LR (40 pg/kg, MC) e analisados
2, 8, 24, 48 e 96 horas apos a instilacdo. Os valores correspondem a média + EPM. Letras
diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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5.3 QUANTIFICACAO DE MC-LR NO PULMAO

Visando a avaliar a presenca de MC-LR nos pulmdes dos camundongos,
utilizamos um método imunoenziméatico sensivel e especifico. A analise por ELISA
detectou a presenca de MC livre no homogenato do pulmdo em todos os grupos MC,

sem diferenca entre os tempos experimentais (p>0,115) (Figura 16).
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Figura 16. Quantificagdo de microcistina-LR no homogenato pulmonar, descontado o valor
encontrado no CT (falso positivo). Andlise feita por ELISA no homogenato pulmonar dos
camundongos (n=3-5/grupo) instilados i.t. com microcistina-LR (40 pg/kg, MC) e analisados
2, 8, 24, 48 e 96 horas apos a instilagdo. Os valores correspondem a média + EPM. Letras
diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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5.4 MECANICA PULMONAR

No intuito de avaliar temporalmente os efeitos da instilagdo i.t. de MC-LR
sobre a funcdo pulmonar de camundongos, foram medidos os parametros da
mecanica respiratoria in vivo.

Os valores de volume e fluxo utilizados durante o experimento sao
apresentados na tabela 1 e ndo variaram significativamente nos grupos estudados
conforme estipulado, permitindo, portanto, a comparagdo dos parametros de

mecanica respiratdria entre 0s grupos experimentais.

Tabela 1. Fluxo, volume e numero de animais nos diferentes grupos experimentais.

Grupo Fluxo (mL/s) Volume (mL) n
cT 1,00 + 0,01 0,20 + 0,01 13
MC 2 h 0,99 + 0,02 0,19 + 0,01 16
MC 8 h 1,00 + 0,00 0,20 + 0,01 13
MC 24 h 1,01 £ 0,05 0,20 0,01 24
MC 48 h 1,01 + 0,01 0,20 0,01 15
MC 96 h 1,00 + 0,01 0,20 0,01 17

Os valores representam a média + desvio padrdo. CT, camundongos que receberam
instilagdo i.t. de solugdo salina (0,9% NaCl, 50 ulL); MC, camundongos que receberam
instilacdo i.t. de microcistina-LR (40 ug/kg). As medidas foram realizadas 2, 8, 24, 48 e 96
horas apds a instilagéo.

As diferencas entre os parametros de mecanica respiratéria observadas entre
0s animais do grupo CT e dos grupos MC estéo representadas nas figuras 17 e 18.
N&o houve alteracdo no componente resistivo pulmonar relacionado as vias aéreas

centrais (AP1) em nenhum dos tempos experimentais (Figura 17). No entanto, os
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camundongos instilados com a dose sub-letal de MC-LR apresentaram alteracdes
de inicio precoce (MC 2h e MC 8 h) nos componentes elastico e viscoelastico
relacionados com a periferia pulmonar (Est, AE, AP2), seguidas de normalizacéo da
mecanica pulmonar em 24 h, novo acometimento em 48 h e retorno aos valores
basais em 96 h. Poucas horas apos a instilacdo i.t. de toxina, os valores de AP2,
APtot, Est e AE no grupo MC 2 h foram 59%, 43%, 71% e 66% maiores do que no
grupo CT, respectivamente (Figuras 17 e 18). Portanto, houve um comprometimento
agudo em 2 h e 8 h e outro tardio em 48 h da funcdo pulmonar, que foi
restabelecida ao final de 24 h e em 96 h.

Os dados da mecanica respiratoria de cada animal separadamente estao

apresentados no Anexo (pg. 130-135).



71

— 4' 7
ON
L i ]
= 3
L
- 27 1
o
q 1_ _ I T ITI T -
=B EHOZ
= T
0
4t -
ON c b,c
E 3t b,c b -
a,
£ L [ T T Ta,b,c_
o a
SRR T
neE TEET
0
b b
— 4— i
ON b a,b [
XL
= 3r —|_ -‘V a,b
L a
et 2- i
s slFate
et
o I
< 1t J‘ i
0 o> > >

AN AN ™ > ©
‘v ® Vv [ [+)
TR S S S\

Figura 17. A instilacdo intratraqueal de microcistina-LR levou a um comprometimento da
periferia pulmonar. Variacbes de pressdo necessarias para vencer 0S componentes
resistivo (AP1), viscoelasticos/inomogéneos pulmonares (AP2) e pressao total exercida
contra 0os componentes viscosos e viscoelasticos do pulmao (Aptot). Os valores séo
expressos em mediana com os limites do interquartil 25-75 e 0s valores maximo e minimo
de animais (n=13-24 em cada grupo) instilados i.t. com solucéo salina (CT) ou microcistina-
LR (40 pg/kg, MC). As medidas foram feitas 2, 8, 24, 48 e 96 horas apés a instilacao.
Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 18. A instilacdo intratraqueal de microcistina-LR alterou as propriedades elasticas
do pulmao. Elastancia estatica (Est) e componente viscoelastico da elastancia (AE). Os
valores sao expressos em mediana com os limites do interquartil 25-75 e os valores
méaximo e minimo de animais (n=13-24/grupo) instilados i.t. com solugéo salina (CT) ou
microcistina-LR (40 pg/kg, MC). As medidas foram feitas 2, 8, 24, 48 e 96 horas apos a
instilac&o. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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5.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA

Visando a obtencdo de fundamentos para os achados funcionais e uma
avaliacdo do comprometimento tecidual seguido a administracdo de MC-LR, foram
realizadas analises qualitativas e quantitativas no tecido pulmonar. Também foi
avaliada a histologia hepética a fim de confirmar a hepatotoxicidade da MC-LR pés-

administracao i.t.

5.5.1 Analise qualitativa do pulméo

As Figuras 19, 20 e 21 retratam fotomicrografias do parénquima pulmonar
dos grupos CT e MC. Nota-se que a administracdo de MC-LR via i.t. gerou danos ao
parénquima pulmonar, evidenciados pelo espessamento do septo alveolar e
presenca de células inflamatdrias, em todos 0s grupos que receberam a toxina.
Além disso, os animais dos grupos MC 2 h, MC 8h, MC 24 h e MC 48 h
apresentaram areas de colapso alveolar e discreto edema em comparagdo com o
grupo controle. Esses achados histologicos se alinham com os achados funcionais

previamente descritos.
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Figura 19. A instilacdo intratraqueal de microcistina-LR gerou danos no tecido pulmonar.
Fotomicrografias de parénquima pulmonar (200x) coradas com hematoxilina-eosina. As
fotos séo representativas do grupo controle (CT, n=7) e 2 h apds a instilagdo intratraqueal
de microcistina-LR (40 pg/kg, MC 2 h, n=5). Barras = 100 um.
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Figura 20. A instilacdo intratraqueal de microcistina-LR gerou danos no tecido pulmonar.
Fotomicrografias de parénquima pulmonar (200x) coradas com hematoxilina-eosina. As
fotos sdo representativas dos grupos ap6s 8 h (MC 8 h, n=8) e 24 h (MC 24 h, n=9) da
instilacdo intratraqueal de microcistina-LR (40 pg/kg). Barras = 100 um.
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Figura 21. A instilacdo intratraqueal de microcistina-LR gerou danos no tecido pulmonar.
Fotomicrografias de parénquima pulmonar (200x) coradas com hematoxilina-eosina. As
fotos séo representativas dos grupos apés 48 h (MC 48 h, n=8) e 96 h (MC 96 h, n=9)
da instilacdo intratraqueal de microcistina-LR (40 ug/kg). Barras = 100 pum.
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5.5.2 Analise quantitativa no pulméo

A andlise quantitativa dos cortes histolégicos permitiu avaliar a extensdo dos
danos provocados ao pulméo pela instilagéo i.t. de MC-LR. Os valores obtidos nesta
analise para os grupos CT e MC nos diferentes tempos sdo apresentados nas
Figuras 22 e 23.

A Figura 22 apresenta a analise morfométrica do parénquima pulmonar dos
animais controle e MC. Duas horas apos a instilacdo i.t. de MC-LR, ja se observa
um aumento significativo de colapso alveolar, que permanece até 48 h apds a
exposicdo a toxina. Em 96 h o percentual de colapso dos animais instilados com a
toxina retoma os niveis de CT. O aumento das areas de colapso foi acompanhado
por diminuicdo no percentual de areas normais. Embora ndo tenha sido detectada
diferenca significativa no percentual de alvéolos hiperinsuflados (p>0,110), alguns
camundongos dos grupos MC 2 h, MC 8 h, MC 24 h e MC 48 h apresentaram
hiperinsuflacéo alveolar, ao contrario dos animais dos grupos CT e MC 96 h, onde o
percentual de hiperinsuflacdo foi nulo em todas as laminas analisadas. Os dados de

cada animal separadamente estéo apresentados no Anexo (pg. 139-140).
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Figura 22. A instilacdo intratraqueal de microcistina-LR levou ao aumento no percentual de
colapso alveolar. Fracdo de area de alvéolos colapsados no parénquima pulmonar dos
camundongos (n=5-9/grupo) instilados i.t. com salina (CT) ou microcistina-LR (40 ug/kg,
MC) e analisados 2, 8, 24, 48 e 96 horas ap0s a instilacdo. Os valores correspondem a
média + EPM de 5 a 10 campos por lamina, em um aumento de 200x. Letras diferentes
indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).

Visando a avaliar o efeito da MC-LR na resposta inflamatoria, foi quantificada
a celularidade total e diferencial no parénquima pulmonar (Figura 23). Foi
observado influxo de células PMN significativo ja 2 h apés a instilacdo de MC-LR,
persistindo ao longo dos quatro dias de experimento. Ndo foi visto aumento no
namero de células MN por area de tecido pulmonar nem de celularidade total em
nenhum dos grupos MC em relagdo ao CT. Os dados de cada animal

separadamente sdo apresentados no Anexo (pg. 136-138).
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Figura 23. A instilagdo intratraqueal de microcistina-LR levou ao influxo de células
polimorfonucleares no parénquima pulmonar. Nimero de células polimorfo- (PMN) e
mononucleares (MN) e celularidade total por area de tecido pulmonar nos camundongos
(n=5-9/grupo) instilados i.t. com salina (CT) ou microcistina-LR (40 ug/kg, MC) e analisados
2, 8, 24, 48 e 96 horas apo0s a instilacdo. Os valores sdo expressos em mediana com 0s
limites do interquartil 25-75 e os valores maximo e minimo. Foram analisados de 5 a 10
campos por lamina, em um aumento de 1000x. * significativamente diferente em relacao
ao grupo CT (p<0,05).
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5.6 ANALISE DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

Para melhor caracterizar o perfil do processo inflamatério apos a instilagéo de
MC-LR, foi avaliada a atividade da mieloperoxidase no homogenato pulmonar
(Figura 24). Houve um aumento significativo da atividade desta enzima, utilizada
como marcador de inflamacgédo neutrofilica, em todos os tempos pés-exposicdo a
MC-LR. Portanto, a instilagéo i.t. de MC-LR foi capaz de levar ao recrutamento de
neutréfilos para o tecido pulmonar de forma aguda (MC 2 h), mantendo o processo

inflamatério até o ultimo tempo estudado (MC 96 h).
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Figura 24. A instilagé@o intratraqueal de microcistina-LR levou ao aumento da atividade da
mieloperoxidase. Atividade da enzima mieloperoxidase no homogenato pulmonar dos
camundongos (n=4-10/grupo) instilados i.t. com salina (CT) ou microcistina-LR (40 ng/kg,
MC) e analisados 2, 8, 24, 48 e 96 horas apdés a instilagdo. * significativamente diferente
em relacéo ao grupo CT (p<0,05).
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5.7 ANALISE DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A avaliacdo do balanco redox no tecido pulmonar foi realizada através da
anélise da atividade das trés principais enzimas anti-oxidantes (SOD, CAT e GPx),
como mostram as Figuras 25, 26 e 27.

Nao houve diferenca estatistica da atividade da SOD em nenhum grupo MC
em relacdo ao CT, sendo observada apenas uma tendéncia a diminuicdo da
atividade desta enzima nos grupos MC 2 h, MC 8 h e MC 96 h e ao aumento da
atividade nos grupos MC 24 h e MC 48 h. J& entre os grupos instilados i.t. com MC-
LR foi observado aumento da atividade nos grupos MC 24 h e MC 48 h quando
comparada MC 2 h e MC 8 h, sendo MC 48 h também diferente de MC 96 h (Figura

25).
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Figura 25. A instilagéo intratraqueal de microcistina-LR alterou a atividade da superoxido
dismutase (SOD). Atividade da SOD no homogenato pulmonar dos camundongos (n=4-
10/grupo) instilados i.t. com salina (CT) ou microcistina-LR (40 ug/kg, MC) e analisados 2,
8, 24, 48 e 96 horas apos a instilagdo. Uma unidade (U) de atividade da SOD é definida
como a quantidade de enzima que inibe 50% da reacdo. Os valores sdo expressos em
mediana com os limites do interquartil 25-75 e os valores maximo e minimo. Letras
diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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A atividade da CAT est& representada na figura 26, onde se observa reducao
rapida e pronunciada da atividade da CAT nos grupos MC 2 h e MC 8 h em relacao
ao CT, seguida de recuperacdo no grupo MC 24 h, e nova diminuicdo da atividade
em 48 h.

A Figura 27 mostra que a atividade da GPx no pulmao foi afetada mais
tardiamente nos animais desafiados com MC-LR, apresentando reducdo da

atividade nos grupos MC 24 h, MC 48 h e MC 96 h comparados ao CT.
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Figura 26. A instilagdo intratragueal de microcistina-LR diminuiu precocemente a atividade da
catalase (CAT). Atividade da CAT no homogenato pulmonar dos camundongos (n=3-5/grupo)
instilados i.t. com salina (CT) ou microcistina-LR (40 ug/kg, MC) e analisados 2, 8, 24, 48 e 96
horas apos a instilagdo. Uma unidade (U) de atividade da CAT é definida como a quantidade de
enzima requerida para o consumo de 1umol de H,O, em 1 minuto. Os valores correspondem a
média + EPM. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 27. A instilagdo intratraqueal de microcistina-LR diminuiu tardiamente a atividade da
glutationa peroxidase (GPx). Atividade da GPX no homogenato pulmonar dos
camundongos (n=7-10/grupo) instilados i.t. com salina (CT) ou microcistina-LR (40 ug/kg,
MC) e analisados 2, 8, 24, 48 e 96 horas ap0s a instilacdo. Os valores sdo expressos em
mediana com os limites do interquartil 25-75 e os valores maximo e minimo. Letras
diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).

5.8 ANALISE DE DANO OXIDATIVO

A analise de dano oxidativo em componentes celulares lipidicos e protéicos
esta expressa nas Figuras 28 e 29. Houve aumento da peroxidacéao lipidica medida
pelo MDA ja em 2 h e a partir de 24 h em relacdo ao CT, permanecendo assim até o
tltimo tempo experimental (Figura 28). JA o dano oxidativo em proteinas sé foi
significativamente maior comparado ao CT nos grupos MC 2 h e MC 48 h (Figura

29).
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Figura 28. A instilagéo intratraqueal de microcistina-LR levou a um aumento da peroxidacéo
lipidica. Peroxidacéo lipidica medida através da formacdo de malondialdeido (MDA) no
homogenato pulmonar dos camundongos (n=5-7/grupo) instilados i.t. com salina (CT) ou
microcistina-LR (40 pg/kg, MC) e analisados 2, 8, 24, 48 e 96 horas ap0s a instilagdo. Os

valores correspondem a média + EPM. Letras diferentes indicam valores significativamente
diferentes (p<0,05).

©

=

S 6} b |
O

o

2 4| -
2

‘-'2_ b a!b _
— a a a
c —]

(o) =
2

T 0 < <o o
(&) S QS o @ K

Figura 29. A instilagdo intratraqueal de microcistina-LR gerou oxidagdo de proteina.
Oxidacdo protéica medida através da presenca do grupo carbonila em proteinas do
homogenato pulmonar dos camundongos (n=5-8/grupo) instilados i.t. com salina (CT) ou
microcistina-LR (40 ug/kg, MC) e analisados 2, 8, 24, 48 e 96 horas apo0s a instilacdo. Os
valores sdo expressos em mediana com os limites do interquartil 25-75 e os valores
méximo e minimo. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05).



»

o T2
i’ H
(|| <~

--.-.-._..



86

6 DISCUSSAO

A MC é uma cianotoxina hepatotdxica, cujos efeitos deletérios no figado séo
extensamente conhecidos. Outros 6rgaos também podem ser afetados por esta toxina,
inclusive o pulméo, tendo sido demonstrado pelo nosso grupo que o sistema
respiratorio pode ser atingido tanto estrutural quanto funcionalmente (PICANCO et al.,
2004; SOARES et al., 2007). Ha relatos na literatura de intoxicagdo e morte de animais
e seres humanos, assim como promoc¢ao de tumores, associados com exposicao as
MCs (FALCONER, 1989; NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al., 1992; AZEVEDO et al.,
2002; GUPTA et al., 2003). Ademais, o aumento da ocorréncia de floracdes toxicas de
cianobactéria em todo o mundo justifica o esfor¢o na tentativa de compreender melhor
os efeitos globais dessa toxina, até mesmo para instituicdo de propostas terapéuticas
(CARVALHO et al., 2010).

O presente estudo € inédito no que diz respeito a andalise da funcdo e
parametros relacionados ao estresse oxidativo pulmonares, morfometria, perfil do
recrutamento de células inflamatdrias, quantificacdo da toxina nos tecidos pulmonar
e hepatico e analise histolégica do figado em um modelo de lesdo pulmonar aguda
induzida por instilacdo i.t. de MC-LR. Os efeitos da exposicdo direta a esta
cianotoxina sobre o pulmdo de camundongos previamente saudaveis mostrou
modificacdes histoldgicas no parénquima pulmonar com areas de colapso alveolar,
espessamento do septo e recrutamento de células inflamatérias no pulmao.
Também foi observada maior atividade da enzima mieloperoxidase em todos 0s
grupos lesados. As alteracdes na mecanica pulmonar exibiram um padrdo bifasico,
com aumento da elastancia e das pressdes viscoelasticas e/ou inomogéneas em

dois momentos distintos ao longo do experimento; inicialmente, em 2 h e 8 h e,
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posteriormente, em 48 h. Além disso, também foram vistas alteracdes na atividade
das enzimas antioxidantes no pulmao, sugerindo que o estresse oxidativo possa ser
um dos mecanismos de lesé@o provocados por essa toxina. A MC-LR foi quantificada
no figado ja apés 2 h da exposicao i.t. com acumulo temporal neste érgdo, sendo
observadas lesdes histologicas caracteristicas de intoxicacdo por MC-LR, de acordo
com os achados da literatura, o que confirma a via respiratéria como uma potencial
porta de entrada para a toxina no organismo.

Uma parte importante da interpretacdo dos resultados de uma pesquisa
biologica € a cuidadosa selecdo da espécie a ser utilizada. Existe uma enorme
variedade de espécies animais disponiveis e, como regra geral, a espécie
filogeneticamente mais proxima a humana possui a melhor correlacdo clinica. Os
modelos experimentais auxiliam na compreensdo dos fenbmenos naturais e
possibilitam o estudo de estruturas e orgaos de dificil acesso em humanos. Ainda, a
possibilidade de controlar as variaveis ambientais, sociais e patolégicas em animais
de experimentacdo justificou, no nosso experimento, a escolha de pequenos
animais. Diversas espécies de camundongo e rato tém sido utilizadas para avaliar
os efeitos da MC nos diferentes sistemas, sendo facilmente encontrado os valores
da DLsy desta toxina de acordo com sexo e espécie do animal. Sendo assim,
escolhemos camundongos Swiss machos adultos, os quais sdo largamente
utilizados para estudos com MC e ndo necessitam de um periodo muito longo de
tempo para se encontrarem em condi¢cdes de uso, apO0s seu nascimento. Um
aspecto que deve ser ressaltado quanto ao uso de animais Swiss diz respeito ao
fato desta linhagem ndo ser isogénica. Para alguns estudos esta pode ser uma
caracteristica que compromete a correta interpretacao dos resultados, uma vez que

0 padrdo de resposta observado podera apresentar grande variabilidade. Neste



88

estudo, acredita-se que o numero de camundongos utilizados para as analises foi
suficiente para detectar diferencas significativas entre os mesmos e superar tal
inconveniente.

Existem poucos grupos de pesquisa ho mundo se dedicando a investigar os
efeitos de MCs no pulmé&o. Entretanto, os resultados obtidos com esta tese e outros
estudos ja citados demonstram que este € um 6rgao claramente afetado por estas
cianotoxinas, mesmo em doses sub-letais, por diferentes via de exposi¢cao. Deve-se
ter em mente que a exposi¢cao de animais e humanos a pequenas concentracdes de
MC na agua é certamente muito mais frequente do que a intoxicacdo letal. Como
tanto o grupo CT, instilado com salina, como o grupo experimental, instilado com
MC-LR, estavam expostos as mesmas condi¢cdes cirurgica e ventilatoria, podemos
admitir que as alteracbes encontradas foram decorrentes exclusivamente da
administracdo da toxina e ndo de uma interferéncia causada pelo tipo de
preparacao.

A administracdo intranasal da toxina é a que mais se aproxima da exposi¢cao
pela via respiratOria a que os seres humanos estéo sujeitos. No entanto, apesar das
evidéncias de que camundongos tem menor eficiéncia na capacidade de filtrar
particulas inaladas (SHAPIRO, 2000), o que aproximaria a dose intranasal daquela
gue de fato chega aos pulmdes, é necessario considerar que a exposicdo de
agentes por esta via deve contar com as perdas pela filtracdo e pela cavidade oral.
Ha& diminuicdo/perda na eficiéncia de um modelo quando a mesma dose de
xenobionte é administrada intranasal comparada a instilacdo i.t (LACHER et al.,
2010). O modelo de instilacéo intratraqueal é bem aceito na literatura para simular a
exposicdo a agentes nocivos pela via respiratoria, além de assegurar a dose

administrada (ITO et al., 2001; FAFFE et al., 2001; MAGALHAES et al., 2010).
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Jé& foi demonstrado que a DLsy da MC-LR via i.p. ou i.v. € similar a encontrada
via i.t. (FITZGEORGE et al.,, 1994; ITO et al.,, 2001). Com base nisso, a dose
escolhida para induzir lesdo pulmonar direta, assim como o desenho experimental
deste estudo, foram os mesmos utilizados previamente pelo nosso grupo em um
modelo de leséo indireta por MC-LR (40 pg/kg) analisado temporalmente (SOARES
et al., 2007).

O estudo de parametros da funcdo pulmonar em animais tdo pequenos
guanto os camundongos representa um desafio, sendo a utlizacdo de
equipamentos adequados, como foi o caso do presente estudo, de extrema
importancia para tornar as medidas mais fidedignas e fornecer informagdes
importantes para a compreensdao dos mecanismos envolvidos nas doencas
pulmonares (IRVIN & BATES, 2003). Uma vez que o interesse do estudo era
observar alteracdes ocorridas na mecéanica pulmonar, optamos pela retirada da
parede toracica antero-lateral, pois, assim, a medida da pressao na abertura das
vias aéreas representa a PL, isto €, aquela utilizada para movimentar o pulmao,
simplificando a preparacdo. Ademais, evita-se o ruido mecanico introduzido nas
medidas pelo batimento cardiaco, levando, assim, a maior precisdo nos dados
obtidos.

Em funcao da retirada da parede toracica, foi necessaria a aplicacdo de uma
PEEP para evitar o colapso das vias aéreas e manter a CRF fisiologica. Além disso,
durante a anestesia, ha formacdo de areas de atelectasia com maior reducédo da
CRF (POWERS, 1973; HEDENSTIERNA, 1990). A aplicacdo de PEEP leva a
manutencdo do numero de alvéolos ventilados, queda do débito cardiaco e
redistribuicdo do fluxo sanguineo pulmonar, sendo os dois Ultimos evitados pela

remocao do plastréo esternal, caso do presente estudo, pois evita a compressao da
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veia cava e da aorta (POWERS, 1973). O valor da PEEP aplicada foi medida em
cada animal correspondendo em média a 2 cmH20, como descrito em ratos por
Saldiva e colaboradores (1992).

No presente estudo, observou-se aumento significativo dos parametros que
representam 0s componentes elastico e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulméo
nos grupos injetados com MC-LR em relagdo ao CT, em dois momentos distintos.
(Figuras 17 e 18). H& varias técnicas desenvolvidas para a analise da mecéanica
respiratoria, porém o método de oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo
difundiu-se por apresentar como vantagem a individualizacdo das variacbes de
pressbes em seus componentes resistivos, elasticos e viscoelasticos e/ou
inombégeneos (BATES et al.,, 1985a). Avancos importantes ocorreram clinica e
experimentalmente a partir desse conhecimento. Utilizando este método,
detectamos um aumento nas variacdes de pressdo (APtot e AP2) (Figura 17), na
elastancia estéatica (Est) e no componente viscoelastico da elastancia (AE) (Figura
18) do pulméo ja 2 h apds a instilacdo de MC-LR. Essas alteracbes foram
normalizadas no grupo MC 24 h, porém um novo acometimento do sistema
respiratério foi detectado nos animais MC 48 h, com nova normalizacdo dos
parametros da mecéanica em 96 h.

Em um animal destituido de sua parede toracica, e considerando-se o volume
corrente e o fluxo aéreo constantes, as alteracdes observadas em APtot refletem as
modificacdes nos componentes resistivos (AP1) e viscoelasticos e/ou inomogéneos
(AP2) do pulmdo. Neste caso, o aumento da APtot acompanhou o perfil de
modificacbes na AP2, que esta relacionada ao relaxamento por tensdo (stress
relaxation) do tecido pulmonar, juntamente com pequena contribuicdo do pendelluft

(BATES et al., 1988b; D’ANGELO et al., 1989; SALDIVA et al., 1992) (Figura 17).
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Embora a toxina tenha sido administrada via i.t., ndo houve comprometimento
detectavel na mecéanica pulmonar no que diz respeito a pressao dissipada para
vencer a resisténcia de vias aéreas centrais (AP1) (SIMILOWSKI et al., 1989).
Portanto, a MC-LR atuou na periferia pulmonar, alterando as propriedades elasticas
e viscoelasticas e/ou inomogéneas do tecido pulmonar, mas ndo as propriedades
resistivas.

O aumento das pressfes necessarias para vencer 0s componentes elasticos
(Est) e viscoelastico e/ou inomogéneos (AP2), indicam um enrijecimento pulmonar.
Parte desses achados funcionais pode ser explicada pelas alteragcdes morfoldgicas
e de celularidade no parénquima pulmonar evidenciadas na microscopia éptica
(Figuras 19-23). Outros trabalhos na literatura indicam alteragbes na mecanica
pulmonar como resultado do processo inflamatério gerado por veneno de cobra,
lipopolissacarideo e pela propria MC-LR (SILVEIRA et al., 2004; FAFFE et al., 2000;
SOARES et al., 2007).

O colapso alveolar (Figuras 19-22) acarreta heterogeneidade do parénquima
pulmonar e contribui para o aumento de AP2, AE e da Est. Apenas no grupo MC 24
h o maior percentual de colapso nao foi suficiente para comprometer a funcao
pulmonar significativamente. Outros fatores também podem ter contribuido para a
piora dos parametros da mecéanica, como distorcdo dos alvéolos patentes, o
processo inflamatério desencadeado e disfuncdo do surfactante pulmonar (LIU et
al.,, 1996). O processo inflamatério evidenciado pelo espessamento do septo
alveolar, recrutamento de células polimorfonucleares e presenca de edema no
tecido pulmonar em todos os grupos MC (Figuras 19-21 e 23) pode, potencialmente,

comprometer a sintese e/ou armazenamento do surfactante pulmonar, elevando a
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tensdo superficial, gerando, assim, areas de colapso com consequiente aumento da
Est.

O aumento da atividade da MPO, enzima lisossomal usada como marcador
de neutrdfilos, corrobora os achados histologicos, mostrando que o infiltrado de
células PMN ocorreu devido ao recrutamento de neutrdfilos para o pulméo (Figura
24). Os neutrdfilos, juntamente com os eosindfilos e basdfilos, sdo células da
imunidade inata que possuem granulos especializados para defesa imunoldgica e,
portanto, constituem a primeira linha de defesa do organismo. Em geral, as células
da imunidade inata respondem aos sinais inflamatorios, sendo ativadas para
localizacéo do tecido danificado e para comunicacao intercelular através do contato
célula-célula ou através de citocinas (LUSTER et al., 2005). Os neutroéfilos
expressam moléculas de adesdo abundantes para uma rapida ligacdo com os
receptores endoteliais ativados pelo processo inflamatério, acumulando-se em
poucas horas nos sitios de inflamac&o aguda. Ja foi previamente observado que a
MC aumenta a adeséo espontanea de leucocitos PMN em humanos, o que poderia
influenciar a capacidade migratoria destas células (HERNANDEZ et al., 2000).

Gupta et al. (2003), ao avaliar camundongos injetados com a DLsy de MC i.p.,
também constataram a presenca de efeitos pulmonares, tais como, congestao,
necrose e hiperplasia do epitélio brébnquico, edema e hemorragia, entre 30 e 60
minutos apds a injecdo. Anteriormente, Nn0SSO grupo mostrou que a injecao i.p. de
extrato de cianobactérias contendo MC-LR, assim como a toxina purificada, também
desencadeia um processo inflamatério rapido, com presenca de colapso alveolar,
influxo de células inflamatérias no parénquima pulmonar e edema intersticial, que

perdura, pelo menos, 96 horas (PICANCO et al., 2004; SOARES et al., 2007).
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Outro trabalho utilizando MC-LR mostrou que a exposi¢cao de camundongos
via aerosol gerou necrose ou inflamacdo das células epiteliais respiratérias da
cavidade nasal, com presenca de infiltrado neutrofilico, e degeneracéo, necrose e
atrofia das células epiteliais olfatérias (BENSON et al., 2005). Entretanto, nenhuma
lesdo foi observada no parénquima pulmonar. Foi utilizada a MC-LR numa dose
maxima de 12,5 ug/kg de peso corporeo, talvez por isso ndo tenham encontrado
efeitos pulmonares ou em outros érgaos.

Em 1990, Turner et al. relataram o caso de soldados britanicos que faziam
exercicios de canoagem em um reservatorio contendo floracdo toxica de
cianobactéria produtora, principalmente, de MC-LR. Esses recrutas apresentaram,
dentre outros sintomas, tosse seca, dor pleuritica e febre. Baseado em estudos
prévios de Falconer et al., 1981 e Slatkin et al., 1983, os autores atribuiram a
pneumonia a exposicdo a MC. Em outro estudo, Pilloto et al. (1997) relatam o
aparecimento de sintomas semelhantes aos da gripe em individuos que fizeram
recreacdo em agua contaminada por cianobactérias na Australia, em até uma
semana apo0s o contato com a agua. No entanto, os sintomas foram associados a
uma resposta alérgica pelo contato com as células e ndao as toxinas. Nenhum
estudo animal sobre os efeitos agudos da MC conseguiu detectar danos pulmonares
por ingestdo de cianotoxina via oral (FAWELL et al., 1999; YOSHIDA et al., 1997;
FITZGEORGE et al., 1994). No entanto, um estudo crénico conduzido por Falconer
et al. (1988) detectou broncopneumonia de forma dose-dependente com a ingestéo
de extrato de cianobactérias.

A presenca de MCs no pulmdo apds a administracdo da toxina via i.p. ou i.t.
ja foi demonstrada em varios trabalhos utilizando-se MC marcada ou

imunohistoquimica (BROOKS & CODD, 1987; ROBINSON et al., 1989; STOTTS et
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al., 1997b; ITO et al., 2001). Esta toxina é capaz de alcangar a corrente sanguinea e
outros Orgaos, a partir do pulmdo, sendo detectada no pulméo, figado, rins e
intestino apos a instilagcdo i.t., tanto com doses letais (100 ug/kg) quanto sub-letais
(50 ng/kg) (ITO et al., 2001). A instilagdo com a dose sub-letal permitiu observar que
a MC-LR esté presente nos alvéolos 7 horas apds sua administracdo, decrescendo
proeminentemente a marcagdo em 24 h. A partir dai, a toxina s6 foi detectada no
interior de macréfagos alveolares, mesmo ap6s 10 dias da exposi¢cdo. Embora os
autores relatem que nao houve danos ao tecido pulmonar, nenhuma avaliacao
histopatologica detalhada foi realizada. As fotomicrografias pulmonares
apresentadas pelos autores mostram areas de colapso alveolar que poderiam ser
atribuidas a técnica para retirada do tecido ou ao dano gerado pela toxina. Outro
dado importante do trabalho é o fato do figado e outros 6rgéos ja terem marcacéo,
embora fraca, para MC-LR 7 h apos a instilacéo i.t. (ITO et al., 2001). No presente
trabalho, a quantificacdo de MC-LR no tecido pulmonar e hepatico, assim como o
estudo histologico do figado suportam os achados da literatura (Figuras 12-16).

No figado, a toxina ja foi detectada em 2 h, sendo observado acumulo
significativamente maior a partir de 48 h (Figura 15). Este resultado esta de acordo
com os achado de Ito et al. (2001), onde a marcacédo para MC-LR no tecido hepatico
foi fortemente positiva em 24 h. A explicacéo para este fato reside na especificidade
da captacdo da toxina pelo figado, jA& que é rapidamente captada pelos
transportadores de sais biliares (OATP/oatps), presentes no hepatécito (ROBINSON
et al., 1991a; CARMICHAEL, 1994). Ao entrar no hepatdcito, a MC forma ligacéo
covalente com as PP1, PP2A, PP3A e PP6, inibindo a atividade dessas enzimas e
iniciando um processo de desestruturacdo do citoesqueleto dos hepatdécitos, que

culmina com a morte celular (HONKANEN & GOLDEN, 2002; DING et al., 1998a,b).
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O estudo histopatoldgico do figado demonstrou dilatacdo e congestdo dos
sinusoides, desarranjo hepatocelular, perda da arquitetura hepdética, alto grau de
hepatécitos binucleados ou multinucleados, vacuolizacao citoplasméatica e necrose
a partir do grupo MC 8 h (Figuras 13 e 14). O processo inflamat6rio comecou a ser
observado em 24 h. Todas estas alteracbes sdo bem descritas na literatura
(RUNNEGAR et al., 1987; THEISS et al., 1988; DAWSON, 1998; GUPTA et al.,
2003; GEHRINGER et al., 2004; ANDRINOLO et al., 2008).

Quando o hepatécito rompe, as MCs entram novamente na circulacdo
sangilinea, s60 que agora, possivelmente conjugadas a uma PP ou parte dela,
através do aminoacido Mdha. Ainda, as MCs podem ser detoxificadas pela GSH e
formar conjugados MC-SG, também através do aminoacido Mdha (KONDO et al.,
1996). Esses conjugados sdo menos toxicos do que a forma livre da toxina, tanto in
Vivo quanto in vitro, ja que ndo podem mais formar ligacdo covalente com a PP
(KONDO et al., 1992; METCALF et al., 2000). Esse comportamento das MCs pode
explicar o perfil da quantificacdo da MC-LR no pulméo. Pelo método de ELISA foi
detectada MC-LR livre no tecido pulmonar em todos os tempos experimentais, nao
havendo diferenca entre eles. No entanto, chama atencéo o perfil encontrado, onde
h4a uma queda da quantificacdo nos grupos MC 8 h e MC 24 h seguido de
restauracdo dos niveis encontrados apds 2 horas nos grupos MC 48 h e MC 96 h
(Figura 16). Tal comportamento nos leva a pensar que a toxina que esta no pulmao,
ou que chega até ele pelo sangue, se encontra na forma de compostos conjugados
de MC-SG e MC-cisteina nos tempos de 8 h e 24 h, apresentando um baixo limite
de deteccédo pelo ELISA. De fato, estudos indicam que as MCs circulam no sangue
ligadas as proteinas, muito mais do que na sua forma livre (HILBORN et al., 2005).

Em pacientes dependentes de dialise, a MC foi detectada no sangue mesmo apos
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dois meses da exposicdo, apresentando um padrédo de picos e reducdes periddicas
da MC livre detectada (SOARES et al., 2006). Sendo assim, analisar a presenca de
MC por ELISA pode subestimar suas concentragdes no sangue ou nos tecidos.

A captacdo da MC-LR pelas células estruturais do pulméo esté condicionada
a existéncia de transportadores especificos. Sabe-se que a MC requer um
transporte ativo através dos OATP/oatp para alcancar o meio intracelular dos
hepatocitos, sendo os OATP1B1, OATP1B3 e OATP1A2 humanos e o oatplb2 de
roedores importantes nesse processo (FISCHER et al., 2005; LU et al., 2008;
FEURSTEIN et al., 2009). Nem todos OATP/oatps (OATP2B1, oatplal, oatpla4)
sdo capazes de transportar a MC-LR, mas a participagdo menos expressiva do
oatp3al é sugerida (FISCHER et al., 2005), assim como a difusao passiva ou outros
mecanismos de captacao lenta (LU et al., 2008). A expressdo dos OATP/oatps ao
nivel protéico e sua localizacao celular no pulmédo humano ou de roedores nao é
descrita, poréem é sabido que nenhum dos transportadores importantes para a
captacdo da MC-LR descritos acima € expresso, a excecdo do oatp3al, no pulméao
de ratos (BOSQUILLON, 2010). Ao que tudo indica, portanto, a captacdo da MC-LR
pelas células estruturais do pulméo néo é facilitada, podendo uma parte da toxina
penetrar a célula em pequena escala pelo oatp3al e/ou por outros transportadores
ainda néo descritos.

Cabe lembrar que existem macrofagos alveolares que, como ja demonstrado
para os macrofagos peritoneais, poderiam captar a MC-LR e disparar respostas
inflamatérias (NAKANO et al., 1991). A injecdo i.p. de MC-LR e de extratos toxicos
de Microcystis aeruginosa em camundongos é capaz de estimular os macréfagos
peritoniais a produzir mediadores inflamatérios, como o fator de necrose tumoral

alfa (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1). IL-1 é um importante estimulador da migracéo
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de PMN para o parénquima pulmonar (WAGNER & ROTH, 2000) e TNF-a age
preparando o endotélio para a migracdo celular. Logo, caso a MC-LR néo tenha
alcancado o meio intracelular dos pneumdcitos, € possivel que 0 processo
inflamatério tenha sido desencadeado por citocinas produzidas por macrofagos
alveolares, o que levaria a migracao e ativacdo de células no pulmédo. Experimentos
in vitro demonstraram que MCs séo capazes de estimular macrofagos alveolares a
produzir prostaglandinas F2 e PGE2, além de tromboxano B2 e acido aracdbnico
(NASEEM et al., 1989). O reconhecimento da MC-LR pelos macréfagos nédo esta
caracterizado. Uma hipotese € que a MC-LR seja um ligante de receptores da
imunidade como os receptores Toll-like (TLR). Estes receptores sao fundamentais
no reconhecimento de diversas moléculas de microorganismos (AKIRA & TAKEDA,
2004). Outra possibilidade que ndo deve ser descartada € que mesmo 0S
conjugados MC-SG poderiam ser capazes de estimular diretamente a resposta
inflamatoria pulmonar e em outros tecidos. De qualquer maneira, a piora na funcéo
pulmonar observada nos tempos iniciais, i.e., MC 2 h e MC 8 h, parece ser resultado
de uma resposta local no pulmao.

Em suma, a cinética dos dados observados sugere um mecanismo de lesao
inicial direto, seguido de um acometimento indireto resultante da acdo da toxina no
figado, liberacdo de citocinas e mediadores inflamatorios (NAKANO et al., 1991;
ROCHA et al., 2000; NOBRE et al., 2001; SHI et al., 2004) e recirculacédo da prépria
MC (SOARES et al., 2006).

Confrontando este resultado com o achado anterior de Soares et al. (2007),
no qual a mecéanica pulmonar permaneceu alterada mesmo apdés 96 horas da
injecao i.p., pode-se dizer que as alteracOes funcionais pulmonares se resolvem

mais precocemente na exposi¢ado i.t., quando comparadas com a exposi¢ao i.p. a
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mesma dose. Os possiveis mecanismos para esta resposta devem ser melhor
investigados. Uma possibilidade é que a primeira passagem da toxina pelo pulméo
reduz e/ou lentifica a chegada da toxina no figado, o que poderia resultar em uma
leséo indireta de menor intensidade.

J& foi visto que a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) também
esta envolvida na fisiopatologia das lesdes hepéticas induzidas pela MC em
diferentes espécies, como camundongos (GEHRINGER et al.,, 2004), ratos
(MORENO et al., 2003) e peixes (PRIETO et al., 2006), e no dano a neutrdfilos e
eritrocitos humanos (SICINSKA et al., 2006; KUJBIDA et al., 2006, 2009). Esse
poderia ser um possivel mecanismo de lesdo pulmonar, através da producdo de
ERO pelas células de defesa ativadas, como neutrofilos, mondcitos e macréfagos.
Esse fendmeno explicaria o aumento do colapso alveolar nos camundongos
injetados com MC-LR, jA& que pneumdcitos tipo Il danificados ndo produzem
surfactante em quantidades adequadas.

O pulmado é uma estrutura vulneravel a uma grande variedade de agentes
oxidantes, dado o seu contato com o meio externo. Para se proteger dos danos
oxidativos, o epitélio respiratorio € coberto por uma fina camada de fluido onde é
encontrada grande quantidade de substancias antioxidantes, incluindo o surfactante
pulmonar, altas concentracdes de GSH, &cido ascorbico, taurina, acido Urico, a-
tocoferol, enzimas, dentre outras (HALLIWELL, 1991; VALLYATHAN, 2004). Ainda,
0os macréfagos alveolares e o pequeno numero de neutréfilos e linfocitos
pulmonares interagem com particulas e microorganismo inalados, produzindo ERO;
porém também possuem defesa antioxidante para se protegerem do dano oxidativo.
No intuito de verificar se ha estresse oxidativo no pulmdo em resposta a instilacao

i.t. de MC-LR, foi analisada a atividade das principais enzimas antioxidantes (SOD,
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CAT e GPx), bem como o dano oxidativo, por meio da analise das substancias
reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) e da carbonilagdo de proteinas.

O sistema SOD-CAT constitui a primeira linha de defesa contra as ERO
(FORONJY et al.,, 2006). A SOD catalisa a dismutacdo do anion superoxido a
oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio (Figura 5), sendo os niveis de O, em
repouso in vivo de aproximadamente zero (VALLYATHAN, 2004). O H,0,, por sua
vez, pode ser depurado pela atividade da CAT e da GPx (Figura 5). Como SOD-
CAT formam um sistema complementar de defesa antioxidante, em geral, estas
enzimas respondem igualmente apds exposicdo a um contaminante (PANDEY et al.,
2003). Neste trabalho foi observada uma reducéo pronunciada na atividade da CAT
nos grupos MC 2 h e MC 8 h, recuperacado no MC 24 h e nova diminuicdo em 48 h,
comparado ao CT (Figura 26). Esses foram os mesmos tempos em que foi
observada piora da mecanica pulmonar (Figuras 17 e 18). Até 24 h apds a instilacéo
com MC-LR, a atividade da SOD acompanhou a atividade da CAT, apresentando
uma tendéncia a diminuicdo nos tempos iniciais (MC 2 h e MC 8 h), com
recuperacao em 24 h. No entanto, o grupo MC 48 h tendeu ao aumento da atividade
da SOD, ao contrario da CAT (Figura 25). A queda na atividade da SOD observada
em 96 h pode indicar que ocorreu faléncia da enzima, o que pode estar relacionda a
manutencao do processo inflamatorio (Figuras 23 e 24).

Muitos trabalhos mostram que ha reducdo da atividade das enzimas
antioxidantes no figado e no rim de diversas espécies em situacdo de estresse
oxidativo proporcionada pela MC-LR (MORENO et al., 2005; SICINSKA et al., 2006;
JAYARAJ et al., 2006; PRIETO et al., 2006, WENG et al., 2007; ATENCIO et al.,
2008), confirmando os nossos achados no pulm&o. Os resultados obtidos com

eritrocitos humanos também indicam reducdo na atividade de SOD e CAT quando
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incubados, principalmente, com altas doses (1000 nM) de MC-LR (SICINSKA et al.,
2006). O mecanismo proposto pelos autores para a inativacdo da CAT seria a
ligacdo covalente da MC-LR com os residuos tiol da enzima, o que resultaria em
acumulo de H,0,. O H,O, em altas concentracfes age como um potente inibidor da
SOD. Além disso, a inatividade da SOD poderia estar relacionada a um dano direto
na sua estrutura protéica pela MC-LR. Outros autores também relatam o aumento
na producao do O, em resposta a MC-LR e, como a reacdo de dismutacao dessa
ERO é catalisada pela SOD, sua atividade diminui como reflexo da degradacéo
desta enzima (JOS et al.,, 2005; CAZENAVE et al., 2006). Desta maneira, a
atividade de CAT também estaria diminuida pelo excesso do radical O,. Ainda, é
descrito que o aumento do radical O, provoca dano adicional a SOD (OZTURK &
GUMUSLU, 2004; SICINSKA et al., 2006).

O aumento das ERO oferece o estimulo necessario para a sintese de mais
enzimas para auxiliar na protecao do sistema. A recuperacao da atividade tanto da
SOD quanto da CAT em 24 h poderia ser, portanto, reflexo desse processo (Figuras
25 e 26). Os achados no grupo MC 48 h sugerem que 0 aumento na producao de
SOD foi suficiente para manter a atividade desta enzima elevada. Por outro lado, a
CAT continuaria sendo mais degradada do que sintetizada, resultando na reducéo
de sua atividade. Vale lembrar que o H,O, € uma ERO mais estavel que o O, e, por
isso, sua detoxificacdo ndo exigiria a mesma rapidez necessaria para remover o O,
Ademais, o H,O, também €& substrato para outras enzimas, como a GPx (Figura 5),
cuja atividade é reduzida significativamente no grupo MC 24 h, provavelmente como
reflexo da sua degradacédo (Figura 27), a MPO, a peroxidase de eosinéfilo (EPO) e

a lactoperoxidase (LPO).
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A MPO compde o sistema “peroxido de hidrogénio-MPO-hialida®, que
constitui o sistema mais eficiente e mais importante antimicrobiana presente nos
granulos azuréfilos dos neutréfilos. Esta converte o H,O, em presenca de uma
hialida como o cloreto (CI) em acido hipocloroso (HCIO), que € um poderoso
oxidante. Nossos resultados mostram um aumento da atividade da MPO como
reflexo do recrutamento e ativagdo de neutrofilos no tecido pulmonar (Figura 24).
N&do podemos descartar que outras hemeperoxidases, i.e. EPO e LPO, nao
avaliadas neste trabalho tenham contribuido para a atividade peroxidase no pulméao
apos a instilagdo com MC-LR. A LPO parece ser responsavel pela maior parte da
atividade peroxidase nas vias aéreas, havendo grande quantidade de RNAm para
LPO nas vias aéreas de conducdo, com grande reducdo da expressao no
parénquima pulmonar, onde é quase nula (GERSON et al., 2000). Isto sugere que a
LPO né&o contribui significativamente com a atividade peroxidase encontrada na
periferia pulmonar (CONNER et al., 2002). A atividade da EPO e MPO séao
diferenciados nos ensaios pelos valores de pH das solucdes utilizadas, dado que
cada enzima possui seu pH especifico de acdo. Trabalhos anteriores demonstraram
gue a reatividade cruzada de EPO/MPO foi menor que 1% (COLLINS et al., 1995).
Com isso, pode-se considerar que o0 ensaio utilizado neste trabalho reflete
unicamente a atividade da MPO no tecido pulmonar.

A GPx catalisa a reducdo de H,O, e hidroperéxidos, a agua e alcoodis
respectivamente, através da glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa
oxidada (GSSG) (Figura 30). Normalmente, a GPx dos mamiferos tem maior
afinidade pelo H,O, do que a CAT. No entanto, a conjugacdo de MC e GSH ocorrida
no processo de detoxificacdo da MC-LR representaria uma queda no nivel de GSH

intracelular, com comprometimento da atividade da GPx e aumento no estresse
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oxidativo. Isso ajudaria a explicar a diminuicdo drastica na atividade da CAT nos
grupos MC 2 h e MC 8 h, por um aumento na degradacao da enzima, e a atividade
da GPx mantida no nivel dos animais CT nos mesmo tempos (Figuras 26 e 27).
Estudos in vitro e in vivo mostram que, logo apos exposicdo a MC-LR, ocorre um
decréscimo rapido da GSH intracelular nos hepatécitos, seguido de um aumento
gradual pela sintese de mais GSH, cujo tempo de recuperacédo irA depender da
dose de toxina administrada (GEHRINGER et al., 2004; ZEGURA et al., 2006).
Assim, pode-se inferir que a GPx aumenta o auxilio dado a CAT e MPO na
depuracéo do H,O; nos grupos MC 24 h, MC 48 h e MC 96 h, havendo degradacéo

da enzima e queda da atividade nestes tempos (Figura 27 e 30).

GPx
ngl:'g + 2 GSH — 2”20 + GS8G

GPx
LOOH + 2G5H — 2ZH,0 + GS55G + LOH

Figura 30. Reacles catalisadas pela glutationa peroxidase (GPx). H,O,: peroxido de
hidrogénio; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; LOOH: hidroperéxido
lipidico; LOH: produto de reducdo correspondente.

Na verdade, outro fator tem importancia adicional na reducéo da atividade da
GPx. Tanto o aumento, quanto a reducdo, na atividade de enzimas antioxidantes
indica o aumento da producdo de ERO e inducado de estresse oxidativo (MORENO
et al., 2005; PRIETO et al.,, 2006). Como resultado do desequilibrio redox, pode
ocorrer oxidacdo de proteinas e peroxidacdo lipidica. Nosso estudo mostrou
aumento da peroxidacao lipidica nos grupos MC 2 h, MC24 h, MC 48 h e MC 96 h
(Figura 28) e carbonilacdo de proteinas no MC 2 h e MC 48 h (Figura 29). A

peroxidacéo lipidica resulta da acéo dos radicais livres sobre os lipidios insaturados
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das membranas celulares, levando a transtornos da permeabilidade, perda da
seletividade, alteracdes do DNA e comprometimento dos componentes da matriz
extracelular (VASCONCELOS et al., 2007). Durante a peroxidacao lipidica, a reacéo
do radical peroxila com o hidrogénio gera um hidroperoéxido lipidico (LOOH). A GPx
também utiliza LOOH como substrato, 0 que a sobrecarrega ainda mais, podendo,
de fato, haver degradacdo da enzima maior que sua producdo nos tempos
indicados.

Moreno e colaboradores (2005) injetaram 100 e 150 pg/kg MC-LR i.p. em
ratos e analisaram as enzimas antioxidantes, entre elas SOD e CAT, bem como a
peroxidacéo lipidica no figado e no rim dos animais. Aqueles autores observaram
reducdo de todas as enzimas e aumento da peroxidacdo lipidica em ambos 0s
orgaos, corroborando nossos achados no pulméao. A injecao i.p. de MC-LR também
aumentou a peroxidacdo lipidica e gerou reducdo na atividade da SOD no
homogenato pulmonar em oito horas da injecdo (CARVALHO et al., 2010).

A carbonilacdo de proteinas resulta da clivagem de ligacdo peptidica por
ERO, reacao de oxidacdo com a cadeia lateral da lisina, prolina, arginina e treonina,
reacdo com produtos da peroxidacdo lipidica, como o MDA, ou reacdo com
acucares redutores ou seus produtos de oxidacdo (VALLYATHAN, 2004). Neste
trabalho, foi observado aumento significativo da oxidacdo de proteinas apenas nos
grupos MC 2 h e MC 48 h (Figura 29). Analisando esse resultado em conjunto com a
atividade das enzimas antioxidantes e peroxidacao lipidica, podemos inferir que MC
48 h foi o grupo em que foi observado maior desequilibrio redox, seguido do MC 2

h, apos instilagcéo i.t. de MC-LR.
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7 CONCLUSOES

7.1 RESUMO DOS RESULTADOS

Foi detectada a presenca de MC-LR livre nos tecidos pulmonar e hepético
durante as 96 horas estudadas, sendo evidente o acumulo temporal da toxina no
figado. Esse acumulo gerou alteracdes caracteristicas de intoxicacdo por MC-LR na
histologia hepatica, observadas a partir de 8 horas, com indicios de regeneracao
tecidual em 96 horas, ndo sendo possivel determinar se o figado evolui para

recuperacao funcional ou para um processo cirrotico.

A administracdo de uma dose sub-letal de MC-LR via i.t. foi capaz de gerar
alteracdes funcionais no pulméo em dois momentos distintos, inicialmente em 2 e 8
horas e mais tardiamente em 48 horas, caracterizadas pelo aumento das

propriedades elasticas e viscoelasticas e/ou inomogéneas pulmonares.

Comparando com resultados anteriores (mesma dose i.p.), as alteracdes

funcionais pulmonares se resolvem mais precocemente na exposicao i.t..

O processo inflamatorio se instalou rapidamente apds a instilacdo com MC-
LR, evidenciado pelo influxo de células PMN no parénquima pulmonar e aumento da
atividade da mieloperoxidase. A presenca e a atividade de neutréfilos no tecido

pulmonar foram observadas até o final das 96 horas estudadas.
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O aumento do percentual de areas colapsadas foi identificado logo apds 2
horas da administragédo de MC-LR com retorno aos valores do controle ao final do
tempo experimental, sendo o colapso alveolar observado em 24 h insuficiente para

comprometer a funcao pulmonar.

Foi observado desequilibrio na atividade das enzimas antioxidantes no
pulméo, o que sugere faléncia dos mecanismos de defesa pulmonar contra espécies

reativas de oxigénio, e subseqiiente dano oxidativo em lipidios e proteinas.

7.2 CONCLUSOES

Podemos concluir que a administracdo i.t. de MC-LR levou a um
comprometimento bifasico da mecanica pulmonar, caracterizado por um aumento
precoce (2 h e 8 h) e outro tardio (48 h) de parametros da mecéanica (Est, AE, AP2,
APtot). Também foram identificados colapso e inflamacé&o pulmonares, desequilibrio
nos niveis de enzimas antioxidantes e presenca de dano oxidativo celular. Ainda,
comparando com resultados anteriores (mesma dose i.p.), as alteracdes funcionais

pulmonares se resolvem mais precocemente na exposicao i.t..

A cinética dos dados observados sugere um mecanismo inicial de leséo
pulmonar direto, seguido de um indireto, provavelmente resultante da acdo da
toxina no figado, liberacdo de agentes pré-inflamatoérios e recirculacdo da propria
MC livre ou conjugada, ja que uma potencial acdo da MC-LR conjugada ndo pode

ser descartada.
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Tabela 1 - Dados de Mecanica Pulmonar
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CT
FLOW VOLUME Est Edyn AP1 AP2 APtot AE
(mL/s) (ML) (cmH,O/mL) (cmH,O/mL) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,O/mL) Ti
0,99 0,20 26,62 31,89 0,47 1,07 1,54 5,27 0,20
1,00 0,19 31,00 39,06 0,69 1,53 2,22 8,06 0,19
1,00 0,22 28,74 33,55 0,66 1,07 1,73 4,81 0,22
1,00 0,20 24,40 30,60 0,55 1,26 1,82 6,20 0,20
1,00 0,20 28,26 31,59 0,92 0,67 1,60 3,33 0,20
1,01 0,20 28,79 33,40 0,75 0,91 1,66 4,62 0,20
1,01 0,21 25,24 29,58 0,71 0,89 1,61 4,33 0,20
0,99 0,20 26,15 32,33 0,52 1,21 1,73 6,18 0,20
1,00 0,20 33,68 39,24 0,79 1,09 1,88 5,57 0,20
1,00 0,20 29,07 34,52 0,47 1,09 1,55 5,45 0,20
1,00 0,20 25,15 29,84 0,32 0,94 1,26 4,69 0,20
1,01 0,20 18,04 21,74 0,63 0,74 1,38 3,70 0,20
1,00 0,20 25,83 31,54 0,74 1,13 1,87 571 0,20
MEDIA 1,00 0,20 27,00 32,22 0,63 1,05 1,68 5,22 0,20
DP 0,006 0,007 3,599 4,211 0,155 0,216 0,233 1,171 0,007
EP 0,002 0,002 0,998 1,168 0,043 0,060 0,065 0,325 0,002
n 13 13 13 13 13 13 13 13 13
DP/MEDIA  0,59% 3,55% 13,33% 13,07% 24,55% 20,63% 13,84% 22,42% 3,51%
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MC 2 h
FLOW VOLUME Est Edyn AP1 AP2 APtot AE
(mL/s) (ML) (cmH,O/mL) (cmH,O/mL) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,O/mL) Ti
0,93 0,17 35,40 43,88 0,38 1,49 1,86 8,48 0,19
1,00 0,19 47,55 58,43 0,60 2,09 2,69 10,88 0,19
1,01 0,18 69,46 84,60 0,76 2,72 3,49 15,14 0,18
1,00 0,18 86,10 100,10 0,69 2,49 3,18 13,99 0,18
1,00 0,21 27,10 31,64 0,45 0,94 1,38 4,54 0,21
1,00 0,20 19,61 23,14 0,40 0,72 1,12 3,54 0,20
0,98 0,19 23,13 27,96 0,33 0,93 1,26 4,84 0,20
1,01 0,20 76,86 86,77 0,98 1,95 2,92 9,92 0,20
1,00 0,20 59,62 67,77 0,76 1,59 2,36 8,14 0,20
0,97 0,18 62,50 72,93 0,91 1,85 2,76 10,44 0,18
1,01 0,19 21,35 29,97 1,20 1,66 2,86 8,62 0,19
1,00 0,20 38,71 46,25 0,85 1,49 2,33 7,55 0,20
1,00 0,19 61,25 73,83 1,11 2,44 3,56 12,58 0,19
1,00 0,20 50,36 59,27 1,03 1,80 2,83 8,91 0,20
1,00 0,22 34,11 40,90 0,82 1,48 2,30 6,79 0,22
0,99 0,21 27,25 31,91 0,68 0,96 1,64 4,66 0,21
MEDIA 0,99 0,19 46,27 54,96 0,75 1,66 2,41 8,69 0,20
DP 0,020 0,012 20,409 23,236 0,258 0,573 0,744 3,301 0,010
EP 0,005 0,003 5,102 5,809 0,065 0,143 0,186 0,825 0,003
n 16 16 16 16 16 16 16 16 16

DP/MEDIA  2,00% 6,10% 44,11% 42,28% 34,62% 34,51% 30,90% 38,00% 5,35%
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MC 8 h
FLOW VOLUME Est Edyn AP1 AP2 APtot AE
(mL/s) (ML) (cmH,O/mL) (cmH,O/mL) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,O/mL) Ti
1,00 0,20 30,06 36,65 0,43 1,35 1,78 6,59 0,20
1,00 0,20 43,85 53,87 0,60 2,01 2,61 10,01 0,20
1,00 0,21 28,93 35,58 0,58 1,37 1,96 6,65 0,21
1,00 0,19 31,01 38,73 0,62 1,49 2,12 7,73 0,19
1,00 0,20 32,09 39,58 0,01 1,48 1,49 7,48 0,20
1,00 0,20 34,37 42,37 0,98 1,56 2,54 7,99 0,20
1,00 0,21 36,84 43,54 1,00 1,39 2,38 6,69 0,21
1,00 0,19 41,17 49,85 0,68 1,68 2,36 8,68 0,19
1,01 0,19 79,67 97,73 1,01 3,37 4,39 18,06 0,19
1,00 0,20 41,26 50,62 0,50 1,83 2,32 9,36 0,20
1,00 0,20 61,42 73,40 1,04 2,35 3,39 11,98 0,20
1,01 0,20 43,07 52,96 1,01 1,99 3,00 9,89 0,20
1,00 0,20 29,90 35,04 0,68 1,05 1,73 5,14 0,20
MEDIA 1,00 0,20 41,05 49,99 0,70 1,76 2,47 8,94 0,20
DP 0,003 0,006 14,016 17,087 0,290 0,570 0,745 3,156 0,006
EP 0,001 0,002 3,887 4,739 0,081 0,158 0,207 0,875 0,002
n 13 13 13 13 13 13 13 13 13
DP/MEDIA  0,31% 2,94% 34,14% 34,18% 41,30% 32,33% 30,22% 35,28% 2,92%
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MC 24 h
FLOW VOLUME Est Edyn AP1 AP2 APtot AE
(mL/s) (ML) (cmH,O/mL) (cmH,O/mL) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,O/mL) Ti
1,00 0,20 28,74 35,52 0,34 1,37 1,71 6,78 0,20
1,00 0,20 23,40 28,88 0,30 1,09 1,39 5,48 0,20
1,00 0,20 24,36 30,53 0,41 1,24 1,65 6,17 0,20
1,00 0,20 26,18 33,29 0,31 1,40 1,71 7,11 0,20
1,00 0,20 23,98 25,29 0,47 0,26 0,73 1,31 0,20
1,00 0,21 32,85 39,18 0,44 1,35 1,79 6,34 0,21
0,99 0,20 24,98 31,08 0,29 1,24 1,53 6,10 0,21
1,00 0,21 24,97 29,28 0,27 0,88 1,15 4,31 0,21
1,00 0,19 59,94 69,26 1,23 1,77 3,00 9,32 0,19
0,97 0,20 26,55 30,99 0,47 0,90 1,37 4,44 0,21
1,00 0,20 48,25 60,68 0,99 2,48 3,47 12,43 0,20
1,01 0,21 31,80 37,62 0,87 1,23 2,10 5,83 0,21
1,00 0,20 32,79 38,60 0,77 1,17 1,95 5,82 0,20
1,00 0,20 41,85 49,58 0,87 1,58 2,46 7,73 0,20
1,00 0,20 53,21 63,11 1,03 2,02 3,06 9,89 0,20
1,23 0,21 54,58 66,66 0,95 2,52 3,47 12,07 0,18
1,00 0,20 20,37 23,36 0,91 0,59 1,50 2,98 0,20
1,00 0,22 29,96 33,09 1,09 0,67 1,76 3,14 0,22
1,00 0,20 26,88 30,07 0,98 0,64 1,63 3,19 0,20
1,00 0,20 41,41 46,71 1,21 1,06 2,27 5,30 0,20
1,00 0,19 29,23 34,91 0,81 1,07 1,88 5,68 0,19
1,01 0,20 29,08 34,34 0,80 1,03 1,83 5,26 0,20
1,00 0,20 36,19 42,80 0,88 1,30 2,18 6,60 0,20
1,00 0,20 27,24 32,43 0,76 1,04 1,80 5,19 0,20
MEDIA 1,01 0,20 33,28 39,47 0,73 1,25 1,98 6,19 0,20
DP 0,047 0,006 10,692 12,884 0,305 0,529 0,675 2,611 0,007
EP 0,010 0,001 2,183 2,630 0,062 0,108 0,138 0,533 0,001
n 24 24 24 24 24 24 24 24 24

DP/MEDIA 4,67% 3,09% 32,13% 32,64% 41,89% 42,39% 34,17% 42,21% 3,63%
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MC 48 h
FLOW VOLUME Est Edyn AP1 AP2 APtot AE
(mL/s) (ML) (cmH,O/mL) (cmH,O/mL) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,O/mL) Ti
1,00 0,20 36,33 44,68 0,41 1,66 2,07 8,35 0,20
1,00 0,20 32,17 39,30 0,45 1,45 1,90 7,13 0,20
1,00 0,20 27,37 33,90 0,48 1,28 1,76 6,53 0,20
1,00 0,20 41,12 48,99 0,79 1,59 2,38 7,87 0,20
1,00 0,20 34,97 42,99 0,82 1,58 2,39 8,03 0,20
1,00 0,19 44,36 53,45 0,61 1,75 2,37 9,10 0,19
1,00 0,19 53,13 64,15 0,76 2,06 2,82 11,02 0,19
1,00 0,20 67,08 82,69 1,04 3,06 4,10 15,61 0,20
1,01 0,20 46,04 53,31 0,97 1,44 2,41 7,27 0,20
1,01 0,19 75,21 90,66 1,55 2,88 4,44 15,45 0,19
1,01 0,19 30,71 36,44 0,81 1,11 1,92 5,72 0,19
1,03 0,21 30,52 35,53 0,98 1,04 2,02 5,00 0,20
1,01 0,20 31,99 37,44 0,83 1,10 1,93 5,46 0,20
1,02 0,21 58,63 67,80 1,32 1,90 3,22 9,17 0,20
1,05 0,21 25,00 29,06 0,70 0,87 1,56 4,06 0,20
1,00 0,20 36,33 44,68 0,41 1,66 2,07 8,35 0,20
MEDIA 1,01 0,20 42,31 50,69 0,83 1,65 2,49 8,38 0,20
DP 0,015 0,007 14,594 17,694 0,301 0,609 0,810 3,292 0,005
EP 0,004 0,002 3,768 4,569 0,078 0,157 0,209 0,850 0,001
n 15 15 15 15 15 15 15 15 15

DP/MEDIA  1,47% 3,59% 34,49% 34,91% 36,08% 36,88% 32,57% 39,26% 2,76%
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MC 96 h
FLOW VOLUME Est Edyn AP1 AP2 APtot AE
(mL/s) (ML) (cmH,O/mL) (cmH,O/mL) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,0) (cmH,O/mL) Ti
1,00 0,20 42,76 52,64 0,23 1,95 2,18 9,88 0,20
1,00 0,21 32,15 39,37 0,40 1,50 1,89 7,22 0,21
1,00 0,20 34,62 41,50 0,68 1,36 2,03 6,88 0,20
1,00 0,20 34,26 42,21 0,39 1,56 1,96 7,95 0,20
1,00 0,20 36,54 43,38 0,46 1,37 1,82 6,84 0,20
1,00 0,19 31,42 37,31 0,43 1,14 1,56 5,89 0,19
1,00 0,20 44,79 53,01 0,66 1,62 2,28 8,22 0,20
1,00 0,19 19,18 26,42 0,45 1,39 1,84 7,24 0,19
1,00 0,21 35,76 42,58 0,60 1,41 2,01 6,82 0,21
1,00 0,20 35,55 41,52 0,71 1,20 191 5,97 0,20
1,00 0,20 19,82 24,57 0,23 0,92 1,15 4,75 0,20
0,99 0,19 40,71 47,38 0,96 1,28 2,24 6,67 0,19
1,02 0,21 30,93 36,86 0,85 1,21 2,07 5,92 0,20
1,03 0,20 45,70 54,63 1,12 1,76 2,88 8,93 0,19
0,98 0,19 44,46 51,63 1,12 1,35 2,47 7,17 0,19
1,04 0,21 21,02 25,02 0,78 0,82 1,60 4,00 0,20
0,99 0,19 23,62 28,17 0,91 0,87 1,78 4,56 0,19
MEDIA 1,00 0,20 33,72 40,48 0,65 1,33 1,98 6,76 0,20
DP 0,013 0,006 8,444 9,581 0,274 0,293 0,372 1,479 0,005
EP 0,003 0,001 2,048 2,324 0,067 0,071 0,090 0,359 0,001
n 17 17 17 17 17 17 17 17 17

DP/MEDIA  1,33% 2,99% 25,04% 23,67% 42,47% 21,92% 18,80% 21,89% 2,45%
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Tabela 2 - Dados de Celularidade

CT
(éTrgglﬁfnZ) PMN x10%um?  MN x10%um?  Total x10%/um®
4240 0,99 2,24 3,24
4513 1,23 2,31 3,54
7438 0,79 2,69 3,48
3988 1,37 1,01 3,28
4160 1,19 1,83 3,02
4240 1,75 0,75 2,50
MEDIA 4763 1,22 1,96 3,18
DP 1206 0,301 0,608 0,346
EP 492 0,123 0,248 0,141
n 6 6 6 6
DP/MEDIA 25,32% 24,67% 31,12% 10,90%
MC 2 h
(éTrgg'anz) PMN x10%um?  MN x10%um?  Total x10%/um®
6580 3,75 1,66 5,42
5200 4,24 1,35 5,59
6520 3,33 1,77 5,09
6850 3,17 1,56 4,74
7088 2,86 1,26 4,12
7150 2,82 1,17 4,00
7325 2,49 1,23 3,72
MEDIA 6673 3,24 1,43 4,67
DP 661 0,556 0,216 0,681
EP 250 0,210 0,082 0,257
n 7 7 7 7

DP/MEDIA 9,90% 17,17% 15,10% 14,58%
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MC 8 h
(éTrgg'ﬂ:’nz) PMN x10%um?  MN x10%um?  Total x10%/um®
6975 4,49 1,77 6,26
6400 5,31 1,88 7,19
7275 5,53 2,39 7,93
7250 2,54 1,27 3,81
7400 2,47 1,09 3,56
7350 2,56 1,10 3,66
MEDIA 7108 3,82 1,58 5,40
DP 344 1,330 0,475 1,790
EP 141 0,544 0,194 0,731
n 6 6 6 6
DP/MEDIA 4,84% 34,87% 30,01% 33,16%
MC 24 h
(éTrgg'anz) PMN x10%um?  MN x10%um?  Total x10%/um’
6875 4,55 1,80 6,35
5580 4,31 1,63 5,94
7650 2,14 0,98 3,12
7013 3,00 1,27 4,27
7350 2,59 1,08 3,67
7375 2,55 1,02 3,57
7375 2,48 1,11 3,59
MEDIA 7031 3,09 1,27 4,36
DP 638 0,881 0,299 1,180
EP 241 0,333 0,113 0,445
n 7 7 7 7
DP/MEDIA  9,08% 28,56% 23,50% 27,03%
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MC 48 h
Tecido
(drea pm®)  PMN x10-3/um®>  MN x10-3/um®  Total x10-3/um?
7212 4,12 2,04 6,16
5700 3,11 2,21 5,31
5340 2,96 2,24 5,19
7387 2,67 0,93 3,60
7212 2,98 0,91 3,89
7150 2,85 1,18 4,03
6987 3,04 1,36 4,40
MEDIA 6713 3,10 1,55 4,66
DP 768 0,434 0,550 0,858
EP 290 0,164 0,208 0,324
n 7 7 7 7
DP/MEDIA 11,44% 14,00% 35,45% 18,42%
MC 96 h
Tecido
(drea pm®)  PMN x10-3/um®  MN x10-3/um®  Total x10-3/um?
7813 2,90 3,09 5,98
5713 0,92 3,94 4,86
7013 2,93 1,35 4,28
7188 2,69 1,10 3,79
7038 3,13 1,15 4,27
7175 2,81 1,14 3,95
7438 2,53 0,95 3,48
MEDIA 6713 2,56 1,82 4,37
DP 768 0,692 1,100 0,770
EP 290 0,262 0,417 0,291
n 7 7 7 7
DP/MEDIA 11,44% 27,07% 60,74% 17,62%
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Tabela 3 - Dados de Morfometria

CT
%NORMAL %COLAPSO  %HIPERINSUFLACAO
94,3 5,7 0,0
93,7 6,4 0,0
88,0 12,0 0,0
85,9 14,1 0,0
92,9 7,1 0,0
94,6 5,4 0,0
89,9 10,1 0,0
MEDIA 91,3 8,7 0,0
DP 3,16 3,16 0,00
EP 1,19 1,19 0,00
n 7 7 7
DP/MEDIA 3,46% 36,36% 0
MC 2 h
%NORMAL %COLAPSO  %HIPERINSUFLACAO
66,9 33,1 0,0
62,4 34,2 3,4
66,1 32,9 1,0
77,2 21,3 1,4
51,0 38,6 10,4
MEDIA 64,7 32,0 3,3
DP 8,44 5,74 3,73
EP 3,78 2,57 1,67
n 5 5 5
DP/MEDIA 13,04% 17,93% 114,66%
MC 8 h
%NORMAL %COLAPSO  %HIPERINSUFLACAO
68,7 31,3 0,0
79,9 20,1 0,0
86,8 13,2 0,0
70,2 22,7 7.1
74,2 25,8 0,0
77,7 22,3 0,0
68,7 31,3 0,0
67,1 32,8 0,0
MEDIA 74,2 24,9 0,9
DP 6,43 6,31 2,33
EP 2,27 2,23 0,83
n 8 8 8

DP/MEDIA 8,67% 25,31% 264,58%
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MC 24 h
%NORMAL %COLAPSO  %HIPERINSUFLACAO
78,4 21,7 0,0
74,1 25,9 0,0
82,3 17,7 0,0
76,6 23,4 0,0
81,1 18,9 0,0
73,5 26,5 0,0
75,6 23,2 1,3
81,6 18,4 0,0
73,0 22,6 4,4
MEDIA 77,3 22,0 0,6
DP 3,43 2,99 1,39
EP 1,14 1,00 0,46
n 9 9 9
DP/MEDIA 4,43% 13,57% 220,22%
MC 48 h
%NORMAL %COLAPSO  %HIPERINSUFLACAO
73,6 26,4 0,0
60,7 34,1 5,2
46,6 44,7 8,7
66,0 31,5 2,5
52,0 39,5 8,5
77,8 22,2 0,0
85,4 14,6 0,0
MEDIA 66,0 30,4 3,6
DP 12,92 9,50 3,63
EP 4,88 3,59 1,37
n 7 7 7
DP/MEDIA 19,57% 31,22% 102,30%
MC 96 h
%NORMAL %COLAPSO  %HIPERINSUFLACAO
83,3 16,7 0,0
87,6 12,4 0,0
94,6 5,4 0,0
96,3 3,8 0,0
84,7 15,4 0,0
76,4 23,6 0,0
MEDIA 87,1 12,9 0,0
DP 6,78 6,78 0,00
EP 2,77 2,77 0,00
n 6 6 6
DP/MEDIA 7,78% 52,71% 0
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CT MC2h MC 8h MC 24 h MC 48 h MC 96 h
ng MC/g ngMC/g ngMC/g ng MC/g ng MC/g  ng MC/g

tecido tecido tecido tecido tecido tecido

0,391 0,671 0,794 0,488 1,178 0,473

0,335 0,822 0,417 0,812 1,215 0,783

1,087 0,492 0,440 0,656 1,167

1,127 0,628 0,808 1,387

1,316 0,501 1,073

MEDIA 0,363 1,005 0,568 0,574 0,964 0,977
DP 0,0280 0,2295 0,1629 0,1343 0,2387 0,3178
EP 0,0198 0,1026 0,0941 0,0601 0,1194 0,1421

n 2 5 3 5 4 5

DP/MEDIA 7,71% 22,85% 28,70% 23,41% 24,76% 32,54%

Note em vermelho o valor do falso positivo descontado de todas as amostras.

Tabela 5 — Concentracdo de MC-LR no Figado

CT MC 2 h MC 8h MC24h MC48h MC 96 h
ng MC/g ngMC/g ngMC/lg ngMC/g ngMClg ng MC/g
tecido tecido tecido tecido tecido tecido
6,324 6,923 9,878 14,288 17,273 12,334
6,633 9,757 9,072 16,211 13,963 12,499
9,010 9,610 12,337 12,499 19,042
11,472 9,743 13,268 13,657 13,417
8,839 11,646 13,015 18,957
13,069 19,642
MEDIA 6,478 9,200 9,990 13,698 14,348 15,982
DP 0,1546 1,4711 0,8720 1,2624 1,7748 3,2566
EP 0,1093 0,6579 0,3900 0,5154 0,8874 1,3295
n 2 5 5 6 4 6
DP/MEDIA 2,39% 15,99% 8,73% 9,22% 12,37% 20,38%

Note em vermelho o valor do falso positivo descontado de todas as amostras.
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Tabela 6 - Concentragcdo de Proteinas no Tecido Pulmonar (ug/ul)

CT MC2h MC8h MC24h MC48h MC96h

6,529 7,156 6,996 7,658 8,516 7,868
6,696 6,417 6,989 6,696 7,665 7,630
6,508 5,190 7,463 7,344 7,470 7,414
6,710 6,138 7,233 6,696 7,212 6,417
6,473 6,905 6,640 7,358 7,261 7,491
6,584 6,996 6,298 6,863 6,633 7,470
5,782 6,975 7,024 6,780 6,933 6,452
5,092 6,563 7,317 7,540
7,324 7,142 5,713
6,243 6,940
MEDIA 6,394 6,642 6,949 7,057 7,191 7,285
DP 0,5675 0,5769 0,3531  0,3606 0,7182 0,5080
EP 0,1795 0,1824 0,1335 0,1363 0,2394 0,1796
n 10 10 7 7 9 8
DP/MEDIA 8,88% 8,69% 5,08% 511% 9,99% 6,97%

Tabela 7 - Atividade da SOD no Tecido Pulmonar (U/mg proteina)

CcT MC2h MC8h MC24h MC48h  MC96h
15,947 5,822 3,434 18,897 53,249 3,486
20,504 3,066 5441 25,196 28,109 9,601
15,031 7,101 3,703 36,919 31,015 4,656
17,618 2,772 4,355 38,739 36,429 3,524
7,894 2,925 15,699 74,880 4,261
6,650 3,923 5,086
4,344 8,995
2,920 6,474
3,505
7,204
MEDIA 17,275 5,128 3,963 27,009 44,736 5,761
DP 20823 19125  0,7921  9,3033 17,4062  2,2310
EP 1,0412 06048  0,3234  4,1606 7,7843 0,7888
n 4 10 6 5 5 8

DP/MEDIA  12,05% 37,30% 19,98%  34,34% 38,91% 38,73%
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Tabela 8 - Atividade da CAT no Tecido Pulmonar (U/mg proteina)

CT MC2h MC 8 h MC 24 h MC48h MC96h
0,038 0,001 0,041 0,016 0,019 0,045
0,047 0,002 0,008 0,059 0,028 0,032
0,104 0,008 0,001 0,073 0,003 0,005
0,022 0,001 0,001 0,005 0,039
0,1259 0,001
MEDIA 0,06Z 0,002 0,013 0,050 0,014 0,030
DP 0,0401 0,0029 0,0169 0,0242 0,0103 0,0154
EP 0,0179 0,0013 0,0085 0,0140 0,0051 0,0077
n 5 5 4 3 4 4

DP/MEDIA 59,76%  126,55%  135,53% 48,96% 7591%  51,24%

Tabela 9 - Atividade da GPx no Tecido Pulmonar (mM/min/mg proteina)

CT MC2h MC8h MC24h MC48h MC96h

0,0190 0,0173 0,0173 0,0161 0,0146 0,0159
0,0185 0,0193 0,0173 0,0185 0,0162 0,0164
0,0190 0,0239 0,0166 0,0168 0,0166 0,0169
0,0185 0,0202 0,0171 0,0185 0,0172 0,0196
0,0191 0,0179 0,0183 0,0168 0,0172 0,0168
0,0188 0,0177 0,0192 0,0180 0,0188 0,0169
0,0214 0,0178 0,0173 0,0183 0,0180 0,0195

0,0243 0,0188 0,0171 0,0167

0,0169 0,0169 0,0219

0,0198 0,0175
MEDIA 0,0195 0,0187 0,0176 0,0176 0,0175 0,0174
DP 0,0019 0,0020 0,0008 0,0009 0,0019 0,0013
EP 0,0006 0,0006 0,0003 0,0003 0,0006 0,0005
n 10 10 7 7 9 8

DP/MEDIA  9,83% 10,47% 4,64% 5,09% 10,91% 7,57%
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Tabela 10 - Atividade da MPO no Tecido Pulmonar (mU/mg proteina)

CT MC2h MC8h MC24h MC48h MC96h
96,4 150,5 133,7 166,3 162,8 176,6
95,0 178,8 190,3 138,6 165,4 182,5
91,4 142,0 218,3 127,6 89,8 136,7
100,1 1242 178,0 144,9 178,6 163,8
98,4 161,5 147,2
92,5 171,9 153,6
79,5
78,2
108,2
89,5
MEDIA 93 149 176 144 150 165
DP 9 20 26 14 28 18
EP 3 10 11 7 12 9
n 10 4 6 4 6 4
DP/MEDIA 927% 13,25% 14,72% 9,77% 19,04% 10,70%
Tabela 11 — TBARS no Tecido Pulmonar (nM/mg Proteina)
CT MC2h MC8h MC 24 h MC 48 h MC 96 h
7,3754 9,7684 6,1598 10,5801 9,8842  9,6394
6,5211 5,4050 5,4375 9,4192 9,3081  8,5273
6,1877 5,7231 6,6748 7,8634 8,8739  9,1291
7,4810 7,7124 10,1683 12,2041 9,1483  9,7902
5,2069 6,9853 5,4142 5,4352 8,8586  6,8039
5,3590 8,5775 7,0199 8,2537  7,0814
4,9984 7,1891 8,4816
7,2855 7,6142
9,6253
MEDIA 6,3019 7,6223 6,8124 9,1004 8,9726  8,4952
DP 0,9591 1,4397 1,6122 2,3190 0,5007 11,1725
EP 0,3391 0,4799 0,6582 1,0371 0,1893 0,4787
n 8 9 6 5 7 6
DP/MEDIA 15,22% 18,89%  23,67% 25,48% 558% 13,80%
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Tabela 12 - Carbonilagédo de Proteinas no Tecido Pulmonar (pM/mg proteina)

CT MC2h MC8h MC24h MC48h MC96h

2,30 1,20 3,10 0,40 2,40 3,50
0,20 1,30 0,90 1,70 5,70 1,10
0,50 150 0,50 0,90 3,50 1,00
0,70 1,10 0,50 1,00 7,90 1,00
0,10 1,80 0,60 1,40 2,40 1,20
0,90 1,10 1,40 5,20 0,70
1,60
2,90
MEDIA 0,78 1,33 0,17 1,08 3,95 1,42
DP 0,73 0,25 0,92 0,44 2,00 0,94
EP 0,30 0,10 0,38 0,20 0,71 0,39
n 6 6 6 5 8 6

DP/MEDIA 93,35% 18,71%  78,82%  41,16% 50,52%  66,64%
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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